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ADN       Ácido desoxirribonucleico 
Alfa‐MEM    Minimun Essential Medium 
BA      β‐alanina 
bis‐MPA     Ácido 2,2‐bis(hidroximetil)propiónico 
BSA      Bovine Serum Albumin 
CC      Ensayos mecánicos confinados 
CGC      Concentración Crítica de Gelificación  
CMC       Concentración Micelar Crítica 
CMT       Temperatura Micelar Crítica 
DCC      N,N´‐diciclohexilcarbodiimida 
DCU      N,N´‐diciclohexilurea 
DLS       Dynamic Light Scattering 
DMAP      Dimetilamino piridina 
DMEM     Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 
DPBS      Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 
DPTS      p‐toluensulfonato de N,N‐dimetilaminopiridinio 
DSC       (Differential Scanning Calorimetry) Calorimetría Diferencial 
      de Barrido 
DTT       Ditiotreitol 
ECM       (Extracellular Matrix) Matriz Extracelular 
EDMA      Dimetacrilato de etilenglicol  
EE       Eficiencia de Encapsulación 
EM      Espectrometría de Masas 
EPR       Enhanced Permeation Retention Effect 
FBS      (Fetal Bovine Serum) Suero fetal bovino 
FDA       Food and Drug Administration 
FGF      Fibroblast Growth Factor 
FT‐IR       Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier 
GL       Glicerol 
GMA‐chitosan   Quitosano metacrilado 
GPC       (Gel Permeation Chromatography) Cromatografía de  
      Permeación en Gel 
HeLa       Células Homo Sapiens Cervix Adenocarcinoma 
HEMA      Metacrilato de 2‐hidroxietilo  
HMBC      Heteronuclear Multiple Bond Correlation 
HSQC      Heteronuclear Single‐Quantum Correlation 
I2959       Irgacure 2959 
IT       Ingeniería de Tejidos 
LCF       Liberación Controlada de Fármacos 
LCST       Lower Critical Solution Temperature 
LSU      Light Scattering Units 
MALDI‐MS   Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization‐ Mass  
      Spectroscopy 
Mn       Peso molecular promedio en número 
MSC       (Mesenchymal Stem Cells) Células Mesenquimales 
MTT       Bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐ilo)‐2,5‐difeniltetrazol 
Mw       Peso molecular promedio en peso 
NC      Ensayos mecánicos no confinados 
PBS       Phosphate Buffered Saline 
PCL       Policaprolactona 
PDI       Índice de Polidispersidad 
PEA       Poliesteramidas 
PEG       Polietilenglicol 
PEGDA     Diacrilato de polietilenglicol 
PLA       Ácido poliláctico 
PLGA       Ácido Poliláctico‐co‐glicólico 
PNIPAAm     Poli‐N‐isopropilacrilamida 
PPG       Polipropilenglicol  
Py      Piridina 
RGD       Arginina, glicina, ácido aspártico 
RTG       Reverse Thermal Gelation 
S.D.       Desviación estándar 
SA       Ácido Succínico 
SEM       (Scanning Electron Mycroscopy) Microscopía electrónica de 
      barrido  
TEA       Trietilamina 
TEG      Tetraetilenglicol 
TEM       (Transmission Electronic Mycroscopy) Microscopía  
      electrónica de transmisión  
TsOH      Ácido p‐toluensulfónico monohidrato 
UCST       Upper Critical Solution Temperature 
UV       Ultravioleta 
W0      Peso inicial 
Wt      Peso a tiempo t 
β‐TGF       Transforming Growth Factor 
ΔG       Energía de Gibbs 
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de  agua  como  consecuencia  de  su  estructura  tridimensional,  formada  por 
estructuras poliméricas entrecruzadas.1  
A principios de los años 50, en la búsqueda de nuevos biomateriales, Wichterle y 
Lim  iniciaron  un  programa  pionero  para  el  desarrollo  de  hidrogeles  para 




















cuerdas  vocales  dañadas,  prevención  de  heridas  tras  cirugías  y  recubrimiento 
para tímpanos perforados.5 
Debido al alto contenido en agua de estos materiales, que los hace similares a los 
tejidos  naturales,  su  permeabilidad,  porosidad,  flexibilidad  en  la  fabricación  y 
posibilidad  de  variar  su  composición  para  obtener  las  propiedades  físicas 
necesarias  en  función  de  la  aplicación,  o  de  diseño  químico  que  permita  su 
biocompatibilidad,  los hidrogeles por sí mismos o combinados con células, han 




superficies  de  materiales,11  como  sistemas  que  permiten  una  respuesta 





35  (4),  403‐440;  (b)  Jagur‐Grodzinski,  J.,  Polym.  Adv.  Technol.  2010,  21,  27–47;  (c) 







11    (a)  Sharma, B.;  Fermanian,  S.; Gibson, M.; Unterman,  S.; Herzka, D. A.; Cascio, B.; 














sistemas  para  transporte  y  Liberación  controlada  de  fármacos  (LCF),3a,15  han 
identificado  a  los  hidrogeles  como  materiales  con  amplias  posibilidades,  e 
impulsado en gran medida su desarrollo. 
Una de  las primeras definiciones de  la  Ingeniería de  tejidos  fue establecida en 
1993  por  Kanger  y  Vacanti16  quienes  la  describieron  como  “un  campo 
interdisciplinar que aplica  los principios de  la  ingeniería  y de  las  ciencias de  la 
vida  con  el  objetivo  de  desarrollar  sustitutos  biológicos  que  restauren, 
mantengan o mejoren las funciones del tejido u órgano dañados”.  






diferenciación  (en  el  caso  de  utilizar  células  no  diferenciadas)  y  formación  de 
Matriz Extracelular  (ECM) por parte de  las  células,  actuando  como  “plantilla o 










células en su  interior se pueden cultivar  in vitro para sintetizar  tejidos que son 
implantados a posteriori en el lugar dañado o in vivo, implantando el andamiaje 
con  células  directamente  en  el  lugar  dañado  y  utilizando  el  propio  cuerpo 
humano  para  inducir  la  regeneración  de  tejidos  y  órganos.  Así,  la  IT  se  ha 
utilizado  para  la  sustitución  de  diferentes  tejidos  u  órganos,  entre  los  que  se 
encuentran  el  hueso,18  el  cartílago,19  los  nervios,20  los  vasos  sanguíneos,21  la 
piel22 y diferentes partes de los sistemas gastrointestinal o urogenital.23 
Para  estos  fines,  el  andamiaje  o  scaffold  debe  presentar  una  serie  de 
características atendiendo a diferentes aspectos:14a 
‐ Biocompatibilidad:  El  andamiaje  debe  permitir  la  supervivencia  y  en  el 
caso de ser necesario, posibilitar  la diferenciación celular en su  interior. 




que  el  hidrogel  debe  ser  biodegradable.  El  objetivo  final  es  que  se 
produzca su degradación progresiva y simultánea con el crecimiento del 
nuevo  tejido. Además  los subproductos de  la degradación no deben ser 
tóxicos y deben excretarse del cuerpo sin interferir con otros órganos. 
                                                            








22  Dai,  N.  T.;  Williamson,  M.  R.;  Khammo,  N.;  Adams,  e.  F.;  Coombes,  A.  G.  A., 
Biomaterials 2004, 25 (18), 4263‐4271. 






‐ Propiedades  mecánicas:  El  andamiaje  debe  tener  unas  características 








‐ Tecnología  de  producción  del  andamiaje:  La  fabricación  del  andamiaje 
debe  ser  rentable  y  debe  ser  escalable  desde  un  nivel  de  laboratorio 
hasta un nivel industrial. 
En cuanto al uso de hidrogeles como sistemas para el  transporte y Liberación 
controlada  de  fármacos,  existen  numerosos  inconvenientes  para  lograr  un 
transporte efectivo y una liberación regulada del fármaco, con el fin de lograr un 
efecto  terapéutico  en  humanos  o  animales.  Por  ejemplo,  una  liberación 
controlada  ideal  supone que  la dosificación del  fármaco  se produzca de  forma 




























Para  conseguir  una  liberación  controlada  de  un  fármaco  y  para mejorar  bajas 




Estos  transportadores de  fármacos pueden  ser diseñados para proporcionar  la 
liberación del medicamento en función de  las necesidades terapéuticas. En esta 
línea,  los hidrogeles6b en sus diferentes variedades  , por ejemplo  los hidrogeles 
nanoestructurados  15,  26  (identificados  como Nanogeles®, marca  registrada por 
Supratech Pharma  Inc. Montreal, Canadá), poseen características que  los hacen 





identifican  como  naturales,  sintéticos  o  hidrogeles  híbridos  (compuestos  por 
mezclas de moléculas de origen natural y sintético). Si se considera la naturaleza 
química del entrecruzamiento de la red, se puede hablar de hidrogeles químicos, 




25 Ravichandran, R.;  Sundarrajan,  S.; Venugopal,  J. R.; Mukherjee,  S.; Ramakrishna,  S., 
Macromolecular Bioscience 2012, 12 (3), 286‐311. 



















físicos  susceptibles  de  ser  posteriormente  reticulados  químicamente mediante 
fotopolimerización,  para  ser  procesados  de  forma  macroscópica  y  utilizados 
como  soportes  en  cultivo  celular,  y  procesados  de  forma  nanoestructurada, 
como  nanogeles,  para  su  utilización  en  transporte  y  Liberación  controlada  de 
fármacos.  
Por dicho motivo, a  continuación  se  recogen  los aspectos más  importantes de 
estos  tipos de hidrogeles, así como antecedentes  recientes  relacionados con el 
planteamiento del presente trabajo.  
1.2.1.‐ Hidrogeles con reticulación física 
Los  hidrogeles  físicos  se  caracterizan  por  estar  constituidos  por  estructuras 














que,  en  agua,  sufren  una  transición  de  fase  reversible  debido  a  un  estímulo 
externo  como  por  ejemplo  un  cambio  de  temperatura,  pH,  campo  eléctrico, 
concentración iónica, etc. 










Solution  Temperature).  Este  fenómeno  también  se  conoce  como 
Gelificación Térmica Inversa (RTG, Reverse Thermal Gelation). 
Durante  las últimas décadas han  adquirido especial  importancia  los hidrogeles 
inyectables, que permiten la formación del hidrogel in situ.32b, 33 La inyección es 
una  técnica  mínimamente  invasiva  que  resulta  favorable  por  su  fácil 
administración  y  la mínima  incomodidad  que  causa  en  el  paciente.  Por  otra 
parte,  la  inyección del hidrogel en el  lugar de  implantación permite una mejor 
                                                                                                                                                                  
30 Liu, C. B.; Gong, C. Y.; Pan, Y. F.; Zhang, Y. D.; Wang, J. W.; Huang, M. J.; Wang, Y. S.; 













adaptación  del  andamiaje  al  tejido  circundante.  Los  hidrogeles  termosensibles 
negativos constituyen uno de los materiales más adecuados para el desarrollo de 
biomateriales inyectables.34 Para las aplicaciones biomédicas de estos hidrogeles 







Para  que  un  hidrogel  sufra  una  transición  sol‐gel  por  efecto  del  aumento  de 
temperatura,  el  gelificante  constituyente  del  hidrogel  debe  poseer  naturaleza 
anfífila,  con  un  delicado  balance  hidrófobo  e  hidrófilo  en  su  estructura  que 
permita  cambios  de  organización  supramolecular  en  función  de  la 















Los  polietilenglicoles  (PEG)  han  sido  ampliamente  utilizados  como  segmento 




poliésteres  (como  PEG  con  PLA  (ácido  poliláctico),35  PEG  con  PCL 
(policaprolactona),37 o PEG con PLGA (ácido poliláctico‐co‐glicólico).38 




36  Alexandridis,  P.;  Hatton,  T.  A.,  Colloids  and  Surfaces  a‐Physicochemical  and 
Engineering Aspects 1995, 96 (1‐2), 1‐46. 












Como  se  ha  indicado,  los  hidrogeles  químicos  se  caracterizan  por  presentar 
reticulaciones de tipo covalente. 
Las estrategias utilizadas para producir la reticulación química de hidrogeles han 




un  iniciador  térmico  (polimerización  térmica)  o  mediante  un  fotoiniciador 
(fotopolimerización).41 En el caso de hidrogeles diseñados para aplicaciones que 
implican  la polimerización en condiciones  fisiológicas, hay que  tener en cuenta 
que  el  entrecruzado  químico  de  estos materiales  se  debe  producir  sin  causar 
daños a las células o moléculas que se encuentran combinadas con el hidrogel. 
La  fotopolimerización ha  sido un procedimiento de  reticulación muy aceptado 
en biomedicina ya que ofrece ventajas como el control espacial y temporal de la 






que  posee  una  alta  absorción  lumínica  a  una  longitud  de  onda  específica  (luz 












Factores  determinantes  a  la  hora  de  seleccionar  un  fotoiniciador  para  la 
reticulación de hidrogeles  incluyen  su biocompatibilidad,  solubilidad en agua  y 
estabilidad.41, 44 
Aunque se han utilizado fotoiniciadores biocompatibles activos en el rango de la 
luz  visible,  como  Eosin  Y,45  el  fotoiniciador  más  utilizado  para  la 
fotopolimerización de hidrogeles en aplicaciones biomédicas es un fotoiniciador 
activo bajo luz ultravioleta, Irgacure 2959 (I2959), producto comercial, soluble en 
agua,  cuya  estructura  química  y  proceso  de  generación  de  radicales  libres  se 
muestra  en  la  Figura  1.6.46  Se  ha  demostrado  que  la  tolerancia  de  este 
fotoiniciador  a  diferentes  concentraciones  y  para  un  gran  número  de  líneas 
celulares,  por  ejemplo  células mesenquimales  (MSC),  condrocitos  (células  que 





En  lo  que  respecta  a  los  gelificantes  fotopolimerizables  utilizados  en  la 
producción  de  hidrogeles  químicos,  su  variedad  es  amplia  e  incluyen  tanto 






46  (a)  You,  Z.; Wang,  Y., Advanced  Functional Materials  2012,  22  (13),  2812‐2820;  (b) 
Coutinho,  D.  F.;  Sant,  S.  V.;  Shin,  H.;  Oliveira,  J.  T.;  Gomes,  M.  E.;  Neves,  N.  M.; 
Khademhosseini, A.; Reis, R. L., Biomaterials 2010, 31 (29), 7494‐7502; (c) Vermonden, 







químicamente para  introducir grupos  fotopolimerizables  (p.e. grupos acrilato o 
metacrilato), como polímeros sintéticos. 
Dentro  de  los  polímeros  semisintéticos  se  han  descrito  un  gran  número  de 
polisacáridos naturales  funcionalizados con grupos acrilato o metacrilato, como 
sulfato de condroitina,47 ácido hialurónico,48 quitosano,49 heparina50 o alginato.51 
Todos  ellos  se  han  utilizado  en  la  encapsulación  de  condrocitos  o  MSC  con 
buenos  resultados  en  cuanto  a  supervivencia  y  adhesión  celular,  debido  a  la 
presencia  del  polisacárido,  y  con  propiedades  mecánicas  y  de  degradación 
controlables  en  función  del  grado  de  funcionalización  con  acrilatos  o 
metacrilatos reactivos.  
De nuevo, una de las estructuras químicas utilizadas en el diseño de gelificantes 
sintéticos  con más  éxito  en  aplicaciones  biomédicas,  y  especial  interés  en  el 
campo de la IT52 y de la encapsulación y LCF,53 es el Polietilenglicol (PEG), debido 
a  su  naturaleza  hidrófila  y  biocompatibilidad.  Los  sistemas  fotopolimerizables 





47  Li,  Q.; Williams,  C.  G.;  Sun,  D.  D.  N.; Wang,  J.;  Leong,  K.;  Elisseeff,  J.,  Journal  of 
Biomedical Materials Research Part A 2004, 68, 28‐33. 














La naturaleza no adhesiva del PEG  lo ha hecho un candidato  ideal para  su uso 
con células no adherentes, como por ejemplo los condrocitos.54 Sus hidrogeles se 
han utilizado para la encapsulación de estas células permitiendo, además de una 
elevada  supervivencia  celular,  la  secreción  por  parte  de  los  condrocitos  de 
proteoglicanos y colágeno, componentes estructurales de la ECM del cartílago.55  
Sin embargo, con células adherentes (MSC, osteoblastos, fibroblastos, etc.) se ha 
trabajado  con moléculas  de  PEGDA  funcionalizadas  con  la  secuencia  peptídica 
RGD  (R:  arginina, G:  glicina,  D:  ácido  aspártico).  El  RGD  no  solo  promueve  la 
adhesión  celular  sino  que  también  puede  ser  utilizado  para  conseguir  la 
respuesta selectiva de determinado tipo de células.56 Así, un hidrogel tipo RGD‐
PEGDA  se  ha  utilizado  para  la  encapsulación  de  MSC,  consiguiendo  su 
diferenciación a osteoblastos, con producción de ECM compuesta por proteínas 
presentes en el hueso como la fosfatasa alcalina.57 
También  se  han  descrito  hidrogeles  de mezclas  de moléculas  tipo  PEGDA  con 
productos naturales.58 En 2013, Elisseeff et al. describieron uno de los materiales 




55  (a) Elisseeff,  J.; McIntosh, W.; Anseth, K.; Riley, S.; Ragan, P.; Langer, R.,    Journal of 
Biomedical Materials Research 2000, 51  (2), 164‐171;  (b) Elisseeff,  J.; Anseth, K.; Sims, 















Uno de  los  componentes es un adhesivo de  sulfato de  condroitina  con grupos 
ácido terminales (activados en forma de N‐hidroxisuccinimida), que se inyectó en 
el  lugar  del  defecto  del  cartílago.  Este  adhesivo  reacciona  con  el  tejido 
circundante a través de  los grupos amino terminales de  las proteínas y también 
lo hace con otro componente, PEG que posee grupos terminales amino (PEGNH2) 
Posteriormente,  en  el  mismo  lugar  se  inyectó  una  mezcla  de  ácido 
hialurónico+PEGDA  que  al  fotopolimerizar  in  situ  con  luz  ultravioleta  forma  el 
hidrogel.  Este  material  compuesto  rellenó  completamente  el  defecto  e 
interaccionó con el  tejido circundante por  la presencia del adhesivo basado en 
sulfato  de  condroitina.  Elisseeff  et  al.  han  publicado  ensayos  clínicos  piloto 
realizados con este material en 18 pacientes, demostrando la seguridad y posible 
aplicación clínica del material.11a 
Junto  a  estos  diseños  moleculares,  la  estructura  de  PEG  también  se  ha 
incorporado en estructuras más complejas e  innovadoras. Algunas de ellas, por 
su importancia, se comentan a continuación. 








más  complejas que  combinan en  su estructura  cadenas  lineales de polímero  y 
segmentos dendríticos.60  
Centrándonos  en  estructuras  dendríticas,  de  entre  los  diferentes  tipos  de 
estructuras dendríticas  se distinguen  los dendrímeros, que  se  caracterizan por 
ser  macromoléculas  altamente  ramificadas  que  poseen  tres  partes 
fundamentales (Figura 1.9): el núcleo, las unidades de ramificación que dan lugar 
a  las  distintas  generaciones  (generación  1  (G1),  generación  2  (G2),  etc.);  y  la 




Como estructuras dendríticas más  sencillas, están  los dendrones,  consideradas 






















denominación  utilizada  para  el  número  de  generación  así  como  los métodos 
utilizados  para  su  síntesis  son  idénticos  tanto  para  dendrímeros  como  para 
dendrones. 
Los  copolímeros  bloque  híbridos  dendrítico‐lineales  se  pueden  sintetizar  de 
forma  divergente,62  cuando  el  crecimiento  se  produce  desde  uno  o  ambos 
extremos del polímero  lineal hacia  la periferia de  la estructura dendrítica, o de 
forma  convergente,63  consistente  en  la  síntesis  de  dendrones  y  su  posterior 
acoplamiento a uno o ambos extremos del polímero líneal.  
El diseño molecular propuesto por Grinstaff  et al.,  con una  estructura de  tipo 
ABA  (Figura  1.10)  dendrítico‐lineal‐dendrítico  basada  en  PEG,  permite  la 
combinación de  las propiedades del PEG, y  las caracteristicas de  los dendrones, 
derivados de metabolitos naturales, como ácido succínico (SA), glicerol (GL) y β‐
alanina (BA). Por otra parte,  la funcionalización de  los extremos dendríticos con 
grupos  terminales  tipo  metacrilato  han  permitido  obtener  polímeros 
fotopolimerizables.  
La  estructura  dendrítica  proporciona  puntos  de  degradación  en  el  hidrogel  a 
través de los enlaces éster y carbamato así como numerosos grupos metacrilato 
fotopolimerizables en  la periferia. Esta aproximación ha permitido disponer de 
un mayor  número  de  grupos  funcionales  reactivos  que  puede  dar  lugar  a  un 
aumento de  la densidad de entrecruzamiento, sin  incrementar  la concentración 
de polímero.59b 
                                                            










El  hidrogel  fotopolimerizado  obtenido  a  partir  del  híbrido  dendrítico‐lineal 
PGLSA‐PEG (Figura 1.10 (a)) se ha utilizado como adhesivo para el tratamiento de 
heridas en la córnea. Los estudios in vivo realizados en aves han demostrado una 
curación de dolencias  con estos hidrogeles más  rápida que  con  las  suturas de 
nylon utilizadas habitualmente. 59d, 64 
Los hidrogeles de PGLSA‐PEG han sido también ensayados para  la regeneración 
de  cartílago.59c Así,  hidrogeles  al  7.5 %  y  al  15 %  (w/v)  de  PGLSA‐PEG  se  han 
aplicado en  la encapsulación de condrocitos  in vitro. Con el hidrogel de menor 
concentración  se  logró  generar  una  gran  cantidad  de  ECM  compuesta  por 












(Figura  1.10  (b)).59b  Estos  hidrogeles  presentan  propiedades  mecánicas  que 
varían  con  la  concentración  de  hidrogel,  proporcionando  en  algunos  casos 
valores de dureza y viscoelasticidad próximos a los del cartílago. Ensayos in vivo 
en  conejos  con  hidrogeles  al  10%  (w/v),  inyectados  y  fotopolimerizados  en  el 
defecto, mostraron una alta  tolerancia, estabilidad estructural y producción de 
ECM por las células, tras 24 semanas. 
Otra  estrategia  interesante  de  obtención  de  hibrídos  dendrítico‐lineales 
multifuncionales  ha  sido  propuesta  recientemente  por  Malkoch  et  al.65  El 
hidrogel está compuesto por una mezcla de dos componentes: uno de tipo PEG 
con  dos  grupos  tiol  terminales  (Figura  1.11  (a))  y  un  híbrido  dendrítico‐lineal‐
dendrítico de PEG  (Figura 1.11  (b))  con estructuras dendríticas que  incorporan 
dobles  enlaces  C=C  y  unidades  bioactivas  enlazadas  covalentemente  (en  color 
rosa). En este caso, la reticulación química se produce por adición del grupo tiol a 



















Los  hidrogeles  nanoestructurados,  también  denominados  Nanogeles®,  son 
dispersiones acuosas de partículas de hidrogel de tamaño nanométrico (10‐1000 
nm)  que  poseen  las  características  de  los  hidrogeles macroscópicos  y  de  las 
nanopartículas.15,  67  Los  nanogeles,  al  igual  que  sus  análogos macroscópicos, 
presentan  hidrofilicidad,  flexibilidad  en  su  fabricación,  versatilidad,  gran 
capacidad de absorción de agua y biocompatibilidad. 
Los  métodos  más  habituales  para  la  producción  de  nanogeles  son  la 
polimerización en microemulsión, la polimerización por microemulsión inversa o 
el  entrecruzamiento  de  nanopartículas  poliméricas  autoensambladas.26b  Las 
polimerizaciones por microemulsión o microemulsión inversa utilizan emulsiones 
de aceite en agua o agua en aceite, que son sistemas relativamente complejos y 
requieren  numerosos  pasos  de  purificación  para  eliminar  los monómeros  y  el 












diagnóstico  por  imagen,69  el  diagnóstico  por  resonancia70  o  la  Ingeniería  de 
tejidos,71  pero  el  campo  de  aplicación más  activo  hoy  en  día  es  su  uso  como 
sistemas de transporte y liberación controlada de fármacos. 15, 68a 
Para este  fin, un nanogel debe poseer elevada capacidad de carga de  fármaco, 
encapsulándolo  por  interacciones  de  tipo  no  covalente  (interacciones  iónicas, 




El  nanogel  puede  ser  utilizado  para mejorar  la  solubilidad,  biodisponibilidad, 
toxicidad y/o estabilidad del fármaco en el interior del organismo vivo, así como 
para  producir  su  liberación  controlada  en  un  lugar  específico.  También  puede 
actuar  como  un  sistema  que  mejora  y  facilita  la  internalización  celular  del 
fármaco con respecto al  fármaco  libre.72 Además, debe estar  fabricado a partir 



















Con el  fin de conseguir una  liberación del  fármaco de  forma controlada se han 
diseñado también nanogeles que responden a estímulos externos.73 Este tipo de 
materiales  son  transportadores  de  fármacos  activos  que  modifican  su 
composición estructural o  conformación, promoviendo  la  liberación  controlada 
de las especies activas contenidas en el nanogel. Uno de los sistemas de este tipo 
más estudiado son los nanogeles termosensibles.74 







encapsulada. Al  aumentar  la  temperatura  se  produce  la  deshidratación  de  las 
cadenas de polímero,  lo que supone  la disminución de tamaño en  la estructura 
del nanogel  y  la organización en una estructura más  compacta, que  retiene el 











F.,  European  Journal  of  Pharmaceutical  Sciences  2009,  38  (1),  64‐73;  (d) Missirlis, D.; 
















En  los  apartados  anteriores  se  ha  podido  comprobar  que  en  la  búsqueda  de 
materiales  para  aplicaciones  biomédicas,  el  Pluronic  ha  sido  uno  de  los 
compuestos  objeto  de  estudio  en  el  campo  de  los  hidrogeles  termosensibles, 
debido a sus particulares características.  
Con  el  término  Pluronic®  se  identifica  a  un  copolímero  bloque  genérico 
constituido por dos unidades de PEG, separadas por una unidad central de PPG 























comienza con  las  letras L  (para Pluronic en estado  líquido), P  (para Pluronic en 
pasta) o F (para Pluronic en estado sólido, en forma de copos). Los dos primeros 











12  hace  referencia  a  que  se  trata  de  un  copolímero  bloque  con  un  peso 




La  mayoría  de  los  copolímeros  tipo  Pluronic®  presentan  las  siguientes 
características generales: 




Micelar Crítica  (CMC), que  se define  como  la  concentración mínima de 
material  necesaria  para  dar  lugar  a  micelas  termodinámicamente 
estables. Otro parámetro fundamental es  la Temperatura Micelar Crítica 
















se  han  utilizado  como  sistemas  de  encapsulación  de  fármacos  tanto 
hidrófobos,  para  mejorar  su  solubilidad  en  medio  acuoso,  como 
hidrófilos,  para  mejorar  el  tiempo  de  residencia  en  el  torrente 
sanguíneo.79 




molecular  del  polímero,  su  arquitectura  molecular  (longitud  de  los 
bloques y secuencia de bloques) y  la presencia de especies  iónicas en  la 
disolución.80  
El mecanismo de la gelificación de Pluronic® sigue siendo un tema que despierta 
mucha  controversia.  Se  han  propuesto  distintos  mecanismos  que  tratan  de 
explicar  la  transición  sol‐gel  de  este  copolímero  bloque,  que  se  comentan  a 
continuación. 
Rassing  y  Attwood81  explicaron  la  gelificación  del  Pluronic  por  cambios 





I.; Tsvetanov, C.;  Irache,  J. M.,  International  Journal of Pharmaceutics 2012, 436  (1–2), 
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a  la  presencia  de  moléculas  de  agua  ordenadas  próximas  a  las  cadenas 
hidrófobas de PPG. La presencia de moléculas de agua ordenadas alrededor de 
las  cadenas  hidrófobas  minimiza  el  contacto  agua‐cadena  hidrófoba.  Para 
polímeros  que  presentan  LCST,  el  aumento  de  temperatura  permite  la 
deshidratación de las cadenas hidrófobas, provocando un aumento del desorden 
en las moléculas de agua y por tanto un aumento de la entropía (ΔS), lo que hace 
que  sea  un  proceso  favorable  (Energía  de Gibbs,  ΔG<0).  En  esta  situación,  las 
interacciones agua‐polímero se hacen desfavorables mientras que se  favorecen 
las interacciones agua‐agua y polímero‐polímero. Este fenómeno, que se conoce 
como  “efecto  hidrofóbico”,83  es  probablemente  el mecanismo más  aceptado 
para la explicación de la gelificación de disoluciones de Pluronic®. 32a,84 
Años  más  tarde,  Wanka  et  al.85  propusieron  la  gelificación  como  una 
organización  tridimensional  estructurada.  Las  moléculas  de  polímero  se 
autoorganizan  en micelas  por  debajo  de  la  LCST  y  por  encima  de  la  CMC.  Al 
aumentar  la  temperatura  hasta  la  LCST,  se  produce  el  empaquetamiento  de 
micelas  en  una  estructura  ordenada  formando  mesofases  liótropas  cristal 
líquido.86 
Si bien al proceso de gelificación se le ha prestado atención, la transición gel‐sol 















Estas  características  de  las  estructuras  de  Pluronic®,  unidas  a  su 
biocompatibilidad, han hecho que en  sus distintas variedades, estén presentes 
en  productos  de  uso  cotidiano  tales  como  champús,  enjuagues  bucales, 
desmaquillantes‐limpiadores  faciales,  cremas  anti‐acné,  cremas 
antiinflamatorias,87 etc.  
Como  se ha  resaltado, en  las últimas décadas, el Pluronic® ha  sido uno de  los 
copolímeros bloque más utilizados en IT y en sistemas de transporte y Liberación 
controlada de fármacos.88 Sin embargo, y pese a las ventajas que presenta, estos 
copolímeros  están  lejos  de  ser  considerados  como  un  material  ideal  para 
hidrogeles  inyectables, debido a que muestran tiempos de residencia cortos en 
el  lugar  del  implante  (<1  día),  baja  adhesión  celular  al  material  y  baja 
biodegradabilidad de  los bloques  que  lo  componen. No  obstante  se  considera 
que el Pluronic® con peso molecular inferior a 13000 g/mol es bioabsorbible por 
filtración a través del riñon.27 
Es  por  ello  que  para mejorar  la  biodegradabilidad,  compatibilidad  y  adhesión 




87 Park, Y.  J.; Yong, C. S.; Kim, H. M.; Rhee,  J. D.; Oh, Y. K.; Kim, C. K.; Choi, H. G.,  Int  J 
Pharm 2003, 263 (1‐2), 105‐111. 
88  (a) Basak, R.; Bandyopadhyay, R., Langmuir 2013, 29  (13), 4350‐4356;  (b) Lee,  J. H.; 
Kim, J. H.; Oh, S. H.; Kim, S. J.; Hah, Y. S.; Park, B. W.; Kim, D. R.; Rho, G. J.; Maeng, G. H.; 
Jeon, R. H.; Lee, H. C.; Kim, J. R.; Kim, G. C.; Kim, U. K.; Byun, J. H., Biomaterials 2011, 32 
(22),  5033‐5045;  (c)  Han,  D.  K.;  Ahn,  K.  D.;  Cha,  S.  H,  2007,  Patent  number  WO 
2007/064152 A1; (d) Kumar, M.; Kumar, N.; Domb, A.; Arora, M., Advances  in Polymer 


















F127‐alginato  se  han  utilizado  como  soporte  para  la  administración  de  forma 
tópica  y  liberación  controlada  de  seleginina,  fármaco  indicado  para  el 
tratamiento  de  desordenes  depresivos.  Así  mismo,  se  han  utilizado  en  la 






otra  parte,  la  incorporación  covalente  adicional  de  una  proteína  bioactiva 



















las  reacciones  más  utilizadas  en  la  preparación  de  hidrogeles  derivados  de 
Pluronic®  mixtos  (reticulación  física  +  reticulación  química),  ha  sido  la 
fotopolimerización de grupos acrilatos o metacrilatos o  la adición de grupos tiol 
(‐SH)  a  dobles  enlaces  (C=C)  deficientes  en  electrones  (reacción  tiol‐eno), 
mediante  un  mecanismo  iónico  (adición  de  Michael)  o  por  un  mecanismo 
radicalario fotoiniciado.41, 95 
La aproximación sintética más sencilla seguida para la obtención de este tipo de 
derivados  de  Pluronic®  ha  sido  la  funcionalización  de  los  dos  grupos  hidroxilo 
terminales de  la molécula de Pluronic®  con grupos acrilato o metacrilato, y  su 
entrecruzamiento  por  fotopolimerización  consigo mismo96  o  con  otros  grupos 
reactivos de polímeros biodegradables, naturales97 o sintéticos.98 




propiedades mecánicas,  variando el  tiempo de  irradiación  con  luz ultravioleta. 
                                                            
94 Jung, H. H.; Park, K.; Han, D. K., Journal of Controlled Release 2010, 147 (1), 84‐91. 










Estos  hidrogeles  se  utilizaron  para  encapsular ADN mediante  la  formación  del 
hidrogel  por  efecto  de  la  temperatura  y  la  posterior  fotopolimerización.  Sus 
estudios demostraron que  la  liberación de ADN se producía durante 10 días, de 
forma  lenta  y  controlada,  con  diferencias  dependiendo  del  grado  de 
entrecruzamiento del hidrogel. 






Han  et  al.  88c,  99  han  descrito  otra  aproximación  diferente  a  la  obtención  de 
derivados  fotopolimerizables  de  Pluronic®.  Utilizando  el  copolímero  Pluronic 
F68® y siguiendo el procedimiento que se muestra en la Figura 1.18, prepararon 


















autores  han  utilizado  la  reacción  de  tiol‐enos  para  la  reticulación  química  de 
hidrogeles derivados de Pluronic®. Con este  fin se han utilizado un significativo 
número  de  moléculas  funcionalizadas  con  grupos  tiol,  para  su  interacción 
covalente  con diacrilato de Pluronic, desde moléculas de origen natural,  como 
por  ejemplo  dextrano  tiolado,100  hasta  el  propio  Pluronic®  con  grupos  tiol 
terminales.101 
De  forma general, en estos hidrogeles  la  reacción de  tiol‐enos  se ha  llevado a 







(6), 559‐565;  (b) Cellesi, F.; Tirelli, N.; Hubbell,  J. A., Biomaterials 2004, 25  (21), 5115‐






Si  bien  muchos  ejemplos  del  uso  del  Pluronic®  en  hidrogeles  han  estado 
destinados  a  sus  aplicaciones  en  IT,  en  la  bibliografía  se  encuentran  también 
ejemplos de nanogeles  termosensibles, en  concreto derivados de diacrilato de 
Pluronic,  la mayoría  de  ellos  obtenidos  por  fotopolimerización,  algunos  de  los 
cuales se comentan a continuación. 75b‐f 
Tae  et  al.102  han  descrito  la  preparación  de  nanogeles  termosensibles  por 
fotopolimerización  de  diacrilato  de  Pluronic  F127.  Los  hidrogeles 
nanoestructurados fueron obtenidos en un solo paso por fotopolimerización de 
disoluciones  diluidas  del  polímero  por  encima  de  la  CMC,  para  garantizar  el 
autoensamblaje en micelas. Los nanogeles conservan la naturaleza anfífila de las 
micelas,  dando  lugar  a  dominios  hidrófobos  e  hidrófilos  que  permiten  la 
encapsulación  de  fármacos  de  ambas  naturalezas.  Cabe  destacar  su  gran 































En un estudio posterior de  los mismos autores  se demostró que  los nanogeles 
facilitan  la  permeabilidad  a  través  de  la  piel  de  proteínas  como  insulina  o 
albúmina, manteniendo intacta la actividad de las mismas.103 
Así mismo, se han descrito nanogeles preparados a partir de la copolimerización 
de  diacrilato  de  Pluronic  con  distintos  polisacáridos  naturales  funcionalizados 
con grupos fotopolimerizables. 76b, c, e 
Por ejemplo, Tae et al.76b copolimerizaron diacrilato de Pluronic (F127 y F68) con 
el  polisacárido  quitosano,  modificado  químicamente  con  grupos  metacrilato 
(Figura  1.20).  Los  nanogeles  obtenidos  mostraron  baja  citotoxicidad  tras  24 
horas, así como internalización en células tumorales.  
                                                            











Pluronic  con  sulfato  de  condroitina  con  grupos  metacrilato,  con  resultados 
análogos  a  lo  publicado  por  Tae  et  al.76b  en  cuanto  a  citotoxicidad  e 
internalización en células tumorales. Además estos nanogeles se utilizaron para 

























y  caracterización  de  hidrogeles  termosensibles  y  fotopolimerizables,  para 
aplicación  en  Ingeniería  de  Tejidos  y  sistemas  de  encapsulación  y  Liberación 
controlada de fármacos. 
Como  se ha expuesto en el apartado de antecedentes, el diseño molecular de 
hidrogeles  para  aplicaciones  biomédicas  ha  estado  fuertemente  condicionado 
por  la aplicación última que se deseaba para estos materiales. En nuestro caso, 
junto al hecho de estar  considerando materiales que deben gelificar en medio 
acuoso  y  combinar  los  requisitos  propios  de  cualquier  biomaterial,  nuestro 
interés  se  ha  centrado  en  hidrogeles  termosensibles  que  permitan  ser 
fotopolimerizados,  con  el  fin  de  estabilizar  estructuralmente  tanto  un  soporte 
para  Ingeniería  de  tejidos,  como  nanogeles  para  encapsulación  y  Liberación 
controlada de fármacos. 
Basándonos en  los antecedentes del  tema y  la propia experiencia del grupo de 
trabajo,  el  diseño  químico  elegido  se  ha  centrado  en  copolímeros  bloque 
dendrítico‐lineal‐dendrítico, cuya estructura se esquematiza en la Figura 2.1. 
 
          
Figura 2.1. Diseño estructural de macromoléculas dendrítico‐lineal‐dendrítico objeto de 
estudio. 
La  estructura  química  de  los  compuestos  propuestos  presenta  tres  partes 
























Tissue  Engineering  and  Regenerative  Medicine  2012,  9  (1),  1‐9;  (e)  Antunes,  F.  E.; 
Gentile,  L.;  Oliviero  Rossi,  C.;  Tavano,  L.;  Ranieri,  G.  A.,  Colloids  and  Surfaces  b: 
Biointerfaces  2011,  87  (1),  42‐48;  (f)  Shachaf,  Y.;  Gonen‐Wadmany, M.;  Seliktar,  D., 
Biomaterials 2010, 31 (10), 2836‐47. 















El Pluronic F127 ®  se caracteriza por presentar una  transición de  fase  sol‐gel a 
temperatura fisiológica en una concentración del 16 % (w/v) en agua. Es uno de 












una  serie de características que  los hacen candidatos  ideales para aplicaciones 




número  de  grupos  funcionales,  mediante  diferentes  tipos  de  reacciones 
orgánicas.110 Así mismo, el grupo ácido en el punto focal posibilita su interacción 
con grupos funcionales como hidroxilo o amino de otras moléculas. 
Como  grupos  funcionales  terminales  se  ha  optado  por  grupos  fotoreactivos 
acrilato y tiol. 
A pesar del creciente número de aplicaciones tanto del Pluronic® 104a‐b, 111 como 
de  los poliésteres dendríticos110  de  forma  individual, hasta  la  fecha no  se han 
descrito híbridos dendrítico‐lineal‐dendrítico que los combinen. 
                                                            













planteado  la  preparación  de  dos  series  diferentes  de  compuestos  dendrítico‐
lineal‐dendrítico que responden a la estructura antes comentada: 
  1.‐ Copolímeros bloque dendrítico‐lineal‐dendrítico derivados de Pluronic 
F127®  y  de  dendrones  de  bis‐MPA,  y  su  análogo  lineal,  con  grupos  acrilato 






han  seleccionado  restos  de  tipo  cisteamina  unidos  a  los  grupos  hidroxilo 
terminales mediante enlaces carbamato. 
Para  la  identificación de  los diferentes  compuestos  lineales  y dendrítico‐lineal‐
dendrítico objeto de estudio de esta memoria se ha utilizado una nomenclatura 
F127‐GFT‐n como  la  indicada en  las Figuras 2.5 y 2.6, que permite  identificar  la 
presencia de la estructura de Pluronic F127®, la naturaleza química de los grupos 
funcionales  terminales (GFT) y su número (n). 
Por  ejemplo,  F127‐Ac‐4  identifica  al  compuesto  dendrítico  lineal  de  Pluronic 

























































































































Con  el  fin  de  desarrollar  Materiales  nanoestructurados  para  encapsulación 
(Nanogeles), el trabajo desarrollado ha sido: 
































que  presentan  como  características  estructurales:  la  utilización  de  enlaces  de 
tipo éster en la unión entre el polímero y las estructuras dendríticas y de grupos 
acrilato como unidades reactivas terminales. 































por utilizar  1H‐RMN como  técnica de detección de  las señales del nuevo grupo 
funcional introducido, así como por la FT‐IR para la observación de las bandas de 
vibración de  los  enlaces  característicos de  cada  compuesto. A  continuación  se 
comentan de  forma detallada  los espectros de  1H‐RMN  así  como  los de  FT‐IR, 
que se complementan con otras técnicas adicionales en el caso de ser necesario. 
En  la  parte  inferior  de  la  Figura  3.1  se  muestra  el  espectro  de  1H‐RMN  de      
F127‐Ac‐2, así como el etiquetado de carbonos y sus correspondientes protones 
para  Pluronic  F127®  y  F127‐Ac‐2.  Con  respecto  al  del  polímero  comercial           





















Para  comprobar  la  completa  funcionalización de Pluronic F127®,  la  integración 
de las nuevas señales, protones G (4H), I (2H), J (2H) y J´(2H), se correlacionó con 
la de  los protones de  los grupos metilo correspondientes al bloque de PPG de 
Pluronic  F127®,  protones  de  tipo  A,  que  integran  por  201  protones  y  de  los 
protones que  corresponden a  los grupos –CH‐ del mismo bloque, protones de 
tipo  B,  que  integran  por  67  protones,  constatando  la  proporción  relativa 
esperada. 


















Como  se  ha  comentado  en  la  introducción  de  esta  memoria,  existen  varios 
métodos  para  la  síntesis  de  estructuras  dendríticas,  el  convergente  y  el 
divergente. 
Para  la obtención de  los derivados dendrítico‐lineales de Pluronic de primera y 
segunda  generación  se  ensayó  en  primer  lugar  el  método  de  síntesis 
convergente, ya que hasta el momento ha sido el procedimiento de síntesis de 





















Cristales  líquidos y Polímeros.112 De  forma general, este método  consiste en el 
crecimiento de los dendrones derivados de bis‐MPA y su posterior acoplamiento 
al núcleo central polimérico de Pluronic F127®. 






















comprobar  por  la  incorrecta  correlación  del  valor  de  las  integrales 









crecimiento  de  generación  se  realiza  directamente  sobre  el  núcleo  de  PEG, 
alternando  etapas  de  crecimiento  de  generación  y  desprotección.  Para  el 










muestra  en  el  Esquema  3.5.  La  reacción  del  anhídrido  [7]  con  la molécula  de 
Pluronic F127® proporcionó el derivado dendrítico‐lineal‐dendrítico de primera 
generación protegido, F127‐Bn‐2  [8], con  rendimientos  superiores al 95%. Otra 
ventaja  de  esta  reacción  es  la  facilidad  de  purificación,  que  consiste  en  un 
pretratamiento  del  crudo  de  reacción  con  metanol  para  la  destrucción  del 
anhídrido [7] en exceso, que se convierte en el correspondiente ácido benciliden‐
2,2‐bis(oximetil)propiónico [6] y que a diferencia del anhídrido [7] es soluble en 































que  corresponde  a  uno  de  los  protones  diastereotópicos  del  bis‐MPA  (I), 
apareciendo el otro doblete (I´) enmascarado por las señales del copolímero que 
están entre 3.37‐3.82 ppm. Estos protones diastereotópicos se describen como 
un  sistema  AX  considerando  la  relación  ΔѵII´/JII´  >  4  [ΔѵII´  (diferencia  de 










Pluronic  F127®  concuerdan  con  lo  esperado  considerando  los  valores  de  las 
integrales de los protones tipo A y tipo B de esta molécula. 






Para  el  crecimiento  de  generación  se  realizó  la  desprotección  de  los  grupos 
hidroxilo por hidrogenolisis de F127‐Bn‐2  [8] con Pd/C, obteniendo el derivado 
de primera generación desprotegido F127‐OH‐4 [9] (reacción que se comentará 




























En comparación con  la  funcionalización del derivado de primera generación,  la 
completa  funcionalización  de  F127‐OH‐4  [9]  requirió  trabajar  con  excesos  de 
anhídrido [7] y DMAP, así como mayores tiempos de reacción (72 horas frente a 
48  horas).  En  lo  que  respecta  al  compuesto  F127‐Bn‐4  [10],  permitió  su 
obtención una purificación sencilla similar a la utilizada con F127‐Bn‐2 [8]. 





L  y  L´)  aparecen  como  dos  dobletes  ya  que  son  protones  diastereotópicos 
correspondientes a un sistema AX. Uno de los dobletes se encuentra a 4.56 ppm 
e integra por 8 protones (protones tipo L), mientras que el otro doblete aparece 
enmascarado por  las señales del núcleo polimérico  (protones  tipo L´). Además, 
los protones  correspondientes a  las estructuras de bis‐MPA  internas  (protones 
tipo I), aparecen como un singlete a 4.37 ppm. Los protones tipo G aparecen en 
este caso a 4.11 ppm. Los hidrógenos correspondientes a los grupos metilo de los 





































































La  eliminación  de  los  grupos  bencilo  de  los  derivados  de  Pluronic  de  primera 
generación, F127‐Bn‐2  [8] y de  segunda generación, F‐127‐Bn‐4  [10]  se  realizó 
















confirmó  la desaparición de  las señales de  los protones bencílicos y aromáticos 
mediante  1H‐RMN,  así  como  el  desplazamiento  a  campos  mayores  de  los 
protones tipo I e I´ correspondientes a los grupos ‐CH2‐ del sistema de bis‐MPA, 
que  en  este  caso  aparecen  enmascarados  junto  a  los  protones  del  polímero, 











En  el  espectro  infrarrojo  de  F127‐OH‐4  (Figura  3.8),  comparándolo  con  su 
































por  la desaparición de  los protones del sistema bencílico en el espectro de  1H‐
RMN  (Figura  3.9).  Además  los  protones  tipo  I  que  en  el  precursor  protegido 
aparecían como un  singlete, aparecen como un cuadruplete correspondiente a 
un  sistema AB a 4.32 ppm  (II´q, 8H,  ΔѵII´=35 Hz,  JII´= 11.2 Hz),  considerando  la 
relación  ΔѵII´/JII´  <  4  [ΔѵII´  (diferencia  de  frecuencias  entre  las  señales)  y  JII´ 
(constante  de  acoplamiento  entre  los  núcleos)].  Parte  de  este  cuadruplete 
aparece  solapado  junto  con  el  triplete  a  4.26  ppm  de  los  protones  G  del 
polímero, adyacentes al enlace éster,  siendo el valor  total de  la  integral de 12 
protones, 8 correspondientes a  los protones  I e  I´ y otros 4 correspondientes a 
los  protones  G.  Los  protones  L  correspondientes  a  los  grupos  ‐CH2‐  de  las 
estructuras de  bis‐MPA  externas,  aparecen  junto  con  las  señales  del polímero 
entre 3.37 y 3.82 ppm.  
Además se observa  la aparición de un singlete debido a  los grupos metilo de  la 
estructura  de  bis‐MPA  interno  (J)  y  otro  singlete  de  los  grupos metilo  de  las 














































generación al núcleo de Pluronic  F127®,  los grupos hidroxilo  terminales de  los 
compuestos  F127‐OH‐4  [9]  y  F127‐OH‐8  [11]  se  funcionalizaron  mediante 
esterificación  con  cloruro  de  acriloilo  en  presencia  de  TEA  (Esquema  3.6),  de 
forma similar a  la descrita en el apartado 3.1.1. para  la obtención del derivado 
acrilado lineal. Debido a la elevada densidad de grupos acrilato por molécula, se 
añadió  a  la mezcla de  reacción una pequeña  cantidad de 4‐metoxifenol  como 
inhibidor  de  radicales,  para  evitar  la  polimerización.  La  esterificación  de  los 
grupos hidroxilo periféricos transcurrió de  forma completa, y el aislamiento del 
































































































En  la Figura 3.12  se muestra el espectro de  1H‐RMN del  compuesto F127‐Ac‐4 
[12]. Se observó  la aparición de  las señales debidas a  los grupos acrilato entre 
6.39 y 5.85 ppm (protones M, N y N´). Los grupos ‐CH2‐ del sistema de bis‐MPA 
(protones I e I´) son un sistema AB, 4.34 ppm (II´q, 8H, ΔѵII´=7.6 Hz, JII´= 11.2 Hz). 




el polímero, aparecen en  forma de  triplete a 4.27 ppm,  ligeramente  solapados 







































































En  cuanto  al  análogo  acrilado  de  segunda  generación,  F127‐Ac‐8  [13]  (Figura 
3.15),  en  el  espectro  de  1H‐NMR  se  observa  la  aparición  de  las  señales 
correspondientes a los grupos acrilato (protones tipo P, Q y Q´) entre 6.35 y 5.85 
ppm.  Entre  4.30  y  4.23  se  encuentran  las  señales  de  los  grupos  ‐CH2‐  de  los 
sistemas de bis‐MPA externos (tipo L) como un singlete, las señales de los grupos 
‐CH2‐  de  los  grupos  de  bis‐MPA  internos  (tipo  I),  como  otro  singlete  y  los 
protones  tipo  G  como  un  triplete.  Los  protones  tipo  N  de  los metilos  de  la 























Los  espectros  HSQC  y  HMBC  (Figura  I.1  y  I.2  del  Anexo  I)  muestran  las 
correlaciones protón‐carbono a uno y dos ó  tres enlaces  respectivamente, que 
están de acuerdo con la estructura de la molécula estudiada. 













d)  Caracterización  por  Cromatografía  de  Permeación  en  Gel  (GPC)  y 
Espectrometría de masas (MALDI‐MS). 
Las  técnicas de GPC y MALDI‐MS proporcionaron  información adicional para  la 
caracterización de los diferentes compuestos. 
Mediante  GPC,  se  determinaron  los  pesos moleculares  promedio  en  número 
(Mn),  promedio  en  peso  (Mw)  y  el  índice  de  polidispersidad  (PDI),  utilizando 
patrones de poliestireno para el calibrado. 
























































En  la  Tabla  3.1  se  recogen  los  resultados  de  Mn  y  PDI  obtenidos  por  GPC, 
proporcionándose  dos  valores  de  Mn  cuando  los  cromatogramas  mostraban 
distribuciones  de  peso  molecular  más  separadas,  y  un  solo  valor  para  las 
distribuciones  de  peso  molecular  peor  separadas.  También  se  incluyen  los 
valores  del  peso  molecular  teórico,  calculados  como  la  suma  de  los  pesos 










F127‐Ac‐2e  7713  1.09  12708 
F127‐Bn‐2e  7587  1.09  13008 
F127‐OH‐4d  18166  1.1  12842 
F127‐Ac‐4e  7798  1.09  13048 














columna  utilizada,  con  el  Pm  calculado,  se  obtiene  una  clara  desviación  entre 
ellos, tanto para Pluronic F127® como para todos sus derivados, tal y como se ha 





aparente,  debido  a  las  diferencias de  volumen  hidrodinámico  existentes  entre 
Pluronic  F127®  y  sus  derivados,  y  los  de  estándares  de  poliestireno  utilizados 
para la calibración. 
Aunque mediante GPC  no  se  obtuvo  información  concluyente  en  cuanto  a  la 
variación  de  peso  molecular,  todos  los  cromatogramas  de  los  derivados  de 
Pluronic F127® analizados por GPC confirmaron  la presencia de 2 distribuciones 
de  peso  molecular  (mejor  o  peor  separadas)  que  corresponden  al  polímero 
completamente  funcionalizado,  descartándose  la  presencia  de  moléculas  o 
fragmentos  de  moléculas  no  unidas  al  núcleo  central  polimérico  o  polímero 
parcialmente funcionalizado.  
Mediante  MALDI‐MS  se  observó,  al  igual  que  con  GPC,  la  presencia  de  dos 
distribuciones de pesos moleculares para Pluronic F127® y sus derivados (Figura 














a mayores relaciones masa/carga tras  la  funcionalización de Pluronic F127®  (en 
rojo)  con dendrones derivados de bis‐MPA de  segunda generación  terminados 
en  grupos  acrilato,  compuesto  F127‐Ac‐8  (en morado).  La  introducción  de  los 















































































Pluronic  F127®  de  1129  g/mol,  calculado  como  la  suma  de  los  fragmentos 






En  el  campo  de  investigación  de  geles  supramoleculares  se  han  descrito 
básicamente dos metodologías para la LCST (Low Critical Solution Temperatura): 
el método de inversión del vial y la calorimetría diferencial de barrido (DSC). 































El  método  de  inversión  del  vial  consiste  en  determinar  la  temperatura  de 





Una  vez  alcanzado  el  estado  gel,  continuando  el  calentamiento  se  consigue 
determinar la temperatura de la transición gel‐sol. 
En la Tabla 3.2 se muestran las temperaturas de transición de fase sol‐gel y gel‐
sol obtenidas para  los materiales estudiados. Con  la determinación de  las dos 
temperaturas  queda  reflejado  el  intervalo  de  existencia  del  estado  gel. 









































































3.2.2.‐  Estudio  de  gelificación  mediante  Calorimetría  Diferencial  de  Barrido 
(DSC) 





tipo  de  termogramas,  identifica  la  CMT,  que  es  la  temperatura  a  la  cual  se 
















































































































































En  la  Tabla  3.3  se muestran  los  valores  de  LCST  obtenidos  por  el método  de 
inversión  de  vial  (LCST  inversión  vial)  y  por DSC  (LCST  por DSC),  así  como  las 
temperaturas de micelización de los diferentes materiales a cada concentración.  
Como se puede comprobar,  los resultados de LCST obtenidos por el método de 
inversión  del  vial  y  los  determinados  por  DSC,  no  coinciden.  Por  DSC  las 
temperaturas obtenidas son menores que por el método de inversión del vial. Sin 
embargo, la temperatura observada por el método de inversión del vial presenta 
concordancia  con  la  temperatura  a  la  que  se  estabiliza  la  línea  base  del 
termograma, tal y como se puede observar en la Figura 3.23 (b) y (c). 
La significativa diferencia de temperaturas observada en función de  las técnicas 
utilizadas  podría  deberse  a  la  lenta  velocidad  de  gelificación  observada 
experimentalmente en estos materiales, en comparación con el comportamiento 























16.5 %  40  23  13.8 
18 %  34  21  13.2 
20 %  28  20  10.8 
23 %  25  19  10.5 
25 %  24  21  12.8 
F127‐Bn‐2 
16.5 %  NO GEL  NO GEL  14.2 
18 %  NO GEL  NO GEL  13.9 
20 %  NO GEL  NO GEL  12.8 
23 %  38  20  11.4 
25 %  30  20  10.3 
F127‐OH‐4 
16.5 %  NO GEL  NO GEL  11.7 
18 %  NO GEL  NO GEL  15 
20 %  31  20  11.5 
23 %  25  18  8.2 
25 %  22  19  9.1 
F127‐Ac‐4 
16.5 %  NO GEL  NO GEL  14.5 
18 %  37  24  13.6 
20 %  34  20  10.8 
23 %  31  20  10.6 
25 %  28  18  9.4 
F127‐Bn‐4 
16.5 %  NO GEL  NO GEL  12.8 
18 %  NO GEL  NO GEL  12.4 
20 %  NO GEL  NO GEL  10.7 
23 %  NO GEL  NO GEL  8.5 
25 %  NO GEL  NO GEL  6.3 
F127‐OH‐8 
16.5 %  NO GEL  NO GEL  13.3 
18 %  NO GEL  NO GEL  9 
20 %  NO GEL  NO GEL  14.1 
23 %  31  19  10.3 
25 %  25  18  8.8 
F127‐Ac‐8 
16.5 %  NO GEL  NO GEL  13.1 
18 %  NO GEL  NO GEL  13.4 
20 %  NO GEL  NO GEL  13.2 
23 %  37  25  15.9 






Todos  los  derivados  analizados  por  DSC  en  disolución  presentan  pico  de 
micelización a  las 5 concentraciones estudiadas. En general,  la  temperatura de 
micelización es menor cuanto mayor es la concentración de polímero.  
Según  la naturaleza de  los grupos  funcionales  introducidos en  los derivados de 
Pluronic  se  pueden  producir  cambios  en  el  balance  hidrófobo‐hidrófilo  de  la 
molécula que  afectan  a  sus propiedades de  gelificación,  llegando  incluso  a no 
formarse  el  hidrogel  por  efecto  de  la  temperatura.12,  27,  114  Por  ejemplo,  la 
presencia  de  los  grupos  funcionales  bencilo  hidrófobos  y  muy  voluminosos 
produce  un  gran  aumento  de  la  concentración  de  polímero  necesaria  para 
producir  la  gelificación  con  respecto  a  los  precursores  terminados  en  grupos 
hidroxilo, e  incluso  impide el proceso de gelificación. Así, el derivado F127‐Bn‐4 
no  forma  hidrogeles  termosensibles  a  ninguna  de  las  concentraciones 
estudiadas. Tan sólo se observó que al calentar  las disoluciones a unos 37⁰C se 
producía cierta turbidez en la muestra. Esto puede ser indicativo de agregación, 
aunque  no  llega  a  gelificar  debido  a  la  presencia  de  grupos  funcionales  tan 
voluminosos  e  hidrófobos  que  impiden  las  interacciones  hidrófobas  entre 
micelas. 
























El  proceso  se  llevó  a  cabo  irradiando  con  luz  ultravioleta  durante  10 minutos 




se  completaron  con  la  fotopolimerización  de  F127‐Ac‐8  al  18%  (w/v)  en  su 
estado sol (hidrogel químico), ya que a esa concentración no es capaz de formar 
geles por efecto de  la temperatura. Los materiales se disolvieron en PBS 10mM 
(pH=7.4) con un 0.1 % de  fotoiniciador ultravioleta  (UV). Como  fotoiniciador se 










cuanto a aspecto de  los hidrogeles  fotopolimerizados,  la  fluorescencia  residual 
debida a Eosin Y  interfirió en  la cuantificación posterior de  la viabilidad celular 
basada  en  un método  que  utiliza  la  fluorescencia.  Por  este motivo  se  decidió 
trabajar  con  radiación UV. No obstante,  ante una posible  aplicación  in  vivo  se 
puede pensar en  la posibilidad de  trabajar con Eosin Y, muy atractivo debido a 
que se trata de un sistema biocompatible que además utiliza luz visible.45  
Para  diferenciar  los  hidrogeles  sin  fotopolimerizar  (formados  por  efecto  de  la 
temperatura) de los fotopolimerizados (formados por efecto de la temperatura y 
reticulados  posteriormente  de  forma  química)  se  ha  utilizado  la  siguiente 
nomenclatura:  Las  formulaciones precursoras  gelificadas  sin  fotopolimerizar  se 
identifican  con  una H  (Hidrogel),  seguida  de  la  concentración  del  polímero % 
(w/v) y el derivado utilizado para su preparación: H18‐F127‐Ac‐2, H23‐F127‐Ac‐2, 
H18‐F127‐Ac‐4,  H23‐F127‐Ac‐4,  H18‐F127‐Ac‐8  y  H23‐F127‐Ac‐8. Mientras  que 
los  materiales  obtenidos  tras  la  fotopolimerización  se  identifican  con  una  P 
(Polimerizado):  P/H18‐F127‐Ac‐2,  P/H23‐F127‐Ac‐2,  P/H18‐F127‐Ac‐4,  P/H23‐
F127‐Ac‐4,  P/H18‐F127‐Ac‐8  y  P/H23‐F127‐Ac‐8.  Los  ensayos  con  F127‐Ac‐8  al 
18% (w/v), aunque se trata de un gel químico obtenido a partir del polímero en 
disolución, se denominan de  la misma  forma con el  fin de  facilitar  los estudios 
comparativos descritos a lo largo de este capítulo. 
Los  hidrogeles  covalentemente  reticulados  (geles  polimerizados)  han  sido 










materiales  en  las  que  se  pueden  ver  las  estructuras  internas  porosas  de  los 



















































En  el  caso  de  los  hidrogeles  fotopolimerizados  P/H18‐F127‐Ac‐2  (Figura  3.25, 
imágenes a y b) se observa una estructura con elevada densidad de poros, con 
un  tamaño medio de poros de alrededor de 15 μm, si bien  los  tamaños varían 
entre  2  y  25  μm.  Para  el  análogo  de mayor  concentración  P/H23‐F127‐Ac‐2 
(Figura 3.25,  imágenes c y d)  la morfología porosa es similar, si bien se observa 
un predominio de poros de menor tamaño de alrededor de 10 μm (Figura 3.25, 
imagen  d),  lo  que  da  lugar  a  una  estructura  ligeramente más  compacta.  Los 




tamaños de poro de 2‐25 µm  y de 2‐40 µm,  respectivamente. En este  caso el 
aumento  de  concentración  no  supone  una  reducción  del  tamaño  de  poro  e 
incluso P/H23‐F127‐Ac‐4 parece tener una mayor predominio de poros de mayor 








la  formación  de  una  estructura  interna  más  compacta  en  los  hidrogeles 
fotopolimerizados. Sin embargo la estructura de P/H18‐F127‐Ac‐8 y P/H23‐F127‐




la  estructura  de  poros  compactos  donde  no  se  aprecia  claramente  conexión 
entre  los poros. El mayor número de grupos acrilato por molécula proporciona 
una mayor capacidad de entrecruzamiento en la reacción de fotopolimerización, 









El  proceso  de  degradación  de  todos  los  hidrogeles  fotopolimerizados,  P/H18‐
F127‐Ac‐2,  P/H23‐F127‐Ac‐2,  P/H18‐F127‐Ac‐4,  P/H23‐F127‐Ac‐4,  P/H18‐F127‐
Ac‐8  y  P/H23‐F127‐Ac‐8,  se  analizó  siguiendo  el  protocolo  de  trabajo  que  se 
describe en el apartado 6.2.e., de la Parte Experimental. Esta metodología se ha 





Se  define  como  hinchamiento  al  cociente  entre  el  peso  del  material  a  un 
determinado  tiempo  (Wt)  y  el  peso  inicial  del  hidrogel  (W0).  El  grado  de 
hinchamiento  a  tiempo  cero  es  1,  mientras  que  cuando  el  hidrogel  está 
completamente degradado el valor del hinchamiento es 0.  
Grado de hinchamiento ൌ W୲W଴ 
Los  hidrogeles  que  poseen  un  bajo  grado  de  hinchamiento  inicial  y  que 
experimentan un aumento del grado de hinchamiento con el paso del  tiempo, 




En  la  Figura  3.28  se  representa  el  perfil  de  degradación  para  los  hidrogeles 
P/H18‐F127‐Ac‐2  y P/H23‐F127‐Ac‐2.  Estos hidrogeles muestran un bajo  grado 
de hinchamiento inicial, ligeramente superior para la concentración del 23 % en 
peso. Tras 35 días de ensayo se observa como los hidrogeles van aumentando el 




(Figura  3.28  (a)  para  P/H18‐F127‐Ac‐2,  (c)  para  P/H23‐F127‐Ac‐2),  siendo  esta 
pérdida más evidente en el caso de la concentración del 18%. 
Al cabo de 49 días  la forma se ha perdido completamente (Figura 3.28 (b) para 
P/H18‐F127‐Ac‐2,  (d)  para  P/H23‐F127‐Ac‐2)  y  tras  57  días  de  ensayo  ambos 
hidrogeles se han degradado completamente. 
En la Figura 3.29 se muestran los perfiles de degradación para P/H18‐F127‐Ac‐4 y 





















































En  esta  línea,  los  hidrogeles  P/H18‐F127‐Ac‐8  y  P/H23‐F127‐Ac‐8  (Figura  3.30) 
presentan  un  bajo  grado  de  hinchamiento  inicial  sin  ningún  indicio  de 
degradación  tras  más  de  200  días  de  ensayo.  A  partir  de  los  240  días  el 
hinchamiento de los hidrogeles y la progresiva pérdida de la morfología cilíndrica 






































































































En  la Tabla 3.6  se  resumen  los  tipos de experimentos  realizados,  incluyendo a 
continuación  algunos  comentarios  relativos.  La  exposición  y  discusión  de  los 
resultados se ha realizado en función del grupo funcional terminal presente en la 
estructura química de los materiales: grupos acrilato (resumen de experimentos 
en  color  rosa  en  la  Tabla  3.6)  y  grupos  bencilo  o  hidroxilo  (resumen  de 
experimentos  en  color  azul  en  la  misma  tabla).  Las  viabilidades  celulares 
obtenidas se han comparado en todos  los casos con  la supervivencia celular en 
                                                            



















F127‐Ac‐2  24/48/72  5 y 10  2D  18 y 23  18 y 23  2D y 3D  37 
F127‐Ac‐4  24/48/72  5 y 10  2D  18 y 23  18 y 23  2D y3D  37 
F127‐Ac‐8  24/48/72  5 y 10  2D  18 y 23  18 y 23  2D y 3D  37 
Pluronic F127  24/48/72  5 y 10  2D  18 y 23  ‐  2D y 3D  37 
F127‐Bn‐2  24/48/72  5 y 10  2D  23  ‐  2D y3D  37 
F127‐OH‐4  24/48/72  5 y 10  2D  23  ‐  2D y 3D  37 
F127‐Bn‐4  24/48/72  5 y 10  2D  ‐  ‐  2D y 3D  37 
















DMEM  (Dulbecco´s  Modified  Eagle´s  Medium)  tanto  en  disolución    a 
concentraciones  a  las  cuales  no  se  forma  el  hidrogel  por  efecto  de  la 
temperatura,  concentraciones  del  5  y  10 %  (w/v)  (ensayos  en  2D),  y  que  se 
pueden  considerar  ensayos  con  el  monómero  en  disolución;  como  con  los 
materiales en estado gel, a concentraciones del 18 y 23 %  (w/v)  (ensayos 2D y 
3D).  En  estos  casos  se  ha  trabajado  sobre  hidrogeles  sin  fotopolimerizar  y 
fotopolimerizados.  Las  concentraciones  para  los  ensayos  en  el  estado  gel  se 
eligieron  teniendo  en  cuenta  las  concentraciones de  gelificación determinadas 
para cada uno de  los copolímeros bloque  lineales o dendrítico‐lineal‐dendrítico, 
en el apartado 3.2 de este capítulo. El protocolo de preparación de  las células, 
preparación  de  las  disoluciones  de  polímero  y  preparación  de  los  ensayos  de 




adecuado  para  estos materiales  resultó  ser  el método  live/dead®  (Invitrogen) 














La  nomenclatura  seguida  para  la  discusión  de  los  resultados  de  los  ensayos 
celulares utiliza el tipo de ensayo celular, 2D ó 3D, al principio del  identificador 
del  material.  Así,  el  término  2D/H18‐F127‐Ac‐4  correspondería  a  un  ensayo 
celular en un entorno 2D, de un material sin  fotopolimerizar  (hidrogel  formado 
sólo por efecto de la temperatura), para disoluciones del 18 % (w/v) del derivado 
F127‐Ac‐4 disuelto en DMEM. El término 2D/P/H18‐F127‐Ac‐4 correspondería a 
un  ensayo  celular  en  entorno  2D,  con  un material  fotopolimerizado  (hidrogel 
formado por efecto de  la temperatura y reticulado químicamente por efecto de 
la  luz),  para  disoluciones  del  18  %  (w/v)  del  derivado  F127‐Ac‐4  disuelto  en 
DMEM que contiene un 0.1 % de fotoiniciador  I2959. Los ensayos celulares con 
el  material  en  disolución  utilizan  la  misma  nomenclatura  descrita  con  la 
sustitución de la letra H por la letra D (Disolución). 
Los resultados de viabilidad celular se muestran en  los siguientes apartados. En 
























F127‐Ac‐n  (n=2, 4, 8) y 2D/H23‐F127‐Ac‐n  (n=2, 4, 8), que  supone  trabajar con 
concentraciones  mayores  de  reticulante,  se  comprueba  que  disminuye 












































































































































































movilidad que en disolución  ya que  se encuentran  fijados en  la estructura del 
hidrogel formado por efecto de  la temperatura. Además se observa que cuanto 




los  hidrogeles  fotopolimerizados  2D/P/H18‐F127‐Ac‐2  y  2D/P/H23‐F127‐Ac‐2  y 
los derivados de F127‐Ac‐4, permiten viabilidades superiores al 50% presentando 






puede observar que  los hidrogeles 3D/H18‐F127‐Ac‐n  (n=2, 4)  y 3D/H23‐F127‐
Ac‐n  (n=2, 4) permitieron  viabilidades  celulares en  algunos  casos  superiores  al 
50%, siendo de nuevo el material menos adecuado F127‐Ac‐8.  
A  diferencia  de  lo  observado  para  los  ensayos  2D,  la  fotopolimerización  en 
hidrogeles  en  entorno  3D  (Figura  3.34,  c  y  d)  produce  una  disminución  de  la 
viabilidad  celular,  con  biocompatibilidades  inferiores  a  Pluronic  F127®. 
3D/P/H18‐F127‐Ac‐4  y  3D/P/H23‐F127‐Ac‐4  presentaron  una  gran  mortalidad 












ensayos de  los hidrogeles  fotopolimerizados en entorno 2D que en  los ensayos 




Por  otra  parte,  como  se  ha  indicado,  los materiales  que presentan  una mejor 
viabilidad celular son  los hidrogeles de F127‐Ac‐4 tanto en entorno 2D como en 



















































































































La menor  viabilidad  celular mostrada  por  los  hidrogeles  fotopolimerizados  de 
F127‐Ac‐8 se puede relacionar, así mismo, con el pequeño tamaño de poro que 
presentan,  tal y como se ha observado por SEM  (entre 1 y 6 µm, Tabla 3.4). El 
































Con  el  fin  de  disponer  de  una  observación  tridimensional  de  las  células 
encapsuladas  en  el  interior  del  hidrogel,  la morfología  celular  en  los  ensayos 
3D/P/H23‐F127‐Ac‐4 se caracterizó también mediante microscopia confocal, tras 


















hidrogel  con  células  en  su  interior  con  marcaje  de  Calcein  AM  y  DAPI 

















los  hidrogeles  tras  la  formación  de  estos  por  efecto  de  la  temperatura  y  la 
posterior fotopolimerización. 
Los  resultados  de  viabilidad  celular  obtenidos,  en  particular  con  hidrogeles 
fotopolimerizados  de  F127‐Ac‐4  en  entorno  3D,  han  permitido  seleccionarlos 
para preparar cortes histológicos, estudio que se está realizando en la actualidad. 
Este  tipo  de  preparaciones  permitirá  cuantificar  el  grado  de  diferenciación 





En  las  Figuras  3.38  y  3.39  se  recogen  los  resultados  de  viabilidad  celular  en 























































































































Bn‐n  (n=2,  4)  y  2D/D10‐F127‐OH‐n  (n=4,  8)  se  observa  una  disminución  de  la 
viabilidad  celular  en  todos  los  materiales.  Sin  embargo,  esta  disminución  es 








































































La  morfología  celular  alargada  también  se  observó  en  ensayos  celulares  en 



















































Tras  72  horas  de  ensayo  se  comprueba  que  la  mayoría  de  las  células  han 
adquirido su característica morfología alargada debido a la adhesión a la placa de 




En  la  Figura  3.45  se  muestran  las  imágenes  en  contraste  de  fases  y  de 






El  ensayo  análogo  con  el  material  3D/H23‐F127‐OH‐8  presentó  un 
comportamiento similar en cuanto a migración celular al fondo del pocillo. Como 












Como  se  ha  indicado  al  comienzo  de  esta  Memoria,  una  de  las  posibles 
aplicaciones planificadas para  los hidrogeles fotopolimerizados estudiados es su 









Dentro de estos tipos de ensayos  los más utilizados en  la caracterización de  las 
propiedades mecánicas del cartílago articular son ensayos de tipo estático, entre 
los  que  se  incluyen  los  métodos  de  compresión  uniaxial  monotónica  y  los 
métodos de compresión uniaxial de carga‐relajación. Ambos métodos se pueden 
realizar  en  compresión  no  confinada  (NC),  compresión  confinada  (CC)  o  de 













Para  la  caracterización  mecánica  se  han  seleccionado  los  hidrogeles 
polimerizados  siguientes: P/H18‐F127‐Ac‐2, P/H23‐F127‐Ac‐2, P/H18‐F127‐Ac‐4, 






























En  la  Figura  3.48  se  muestra  la  gráfica  de  tensión‐deformación  para             
P/H23‐F127‐Ac‐2  así  como  el  ajuste  en  la  zona  lineal,  cuya  pendiente 
corresponde  a ES. Todos  los hidrogeles ensayados presentaron  curvas  tensión‐
deformación con la misma forma. 
En el gráfico de  la Figura 3.49 se muestran  los valores de ES obtenidos para  los 



















un  aumento  del  Módulo  de  Young  con  el  aumento  de  concentración  de 












































a  0.1 MPa  entre  los  distintos  hidrogeles,  con  excepción  de  P/H23‐F127‐Ac‐8 
antes comentado que mantiene su Es en torno a 0.045 MPa. 
Compresión confinada‐Módulo agregado (HA) 
Este  tipo  de  medidas  sólo  se  realizaron  para  P/H18‐F127‐Ac‐2  y                     
P/H23‐F127‐Ac‐2. En la Figura 3.50 se muestra la gráfica de tensión‐deformación 
para  P/H23‐F127‐Ac‐2  así  como  el  ajuste  en  la  zona  lineal  cuya  pendiente 
corresponde  a  HA.  Los  dos  hidrogeles  ensayados  presentaron  curvas  tensión‐
deformación con la misma forma. 
En  la  Figura  3.51  se  muestran  los  resultados  de  HA  para  los  hidrogeles  de       
F127‐Ac‐2. Como se puede observar, el aumento de concentración de gelificante 
supone un ligero aumento de HA de 0.1 a 0.15 MPa, conforme a lo esperado para 
un  aumento  de  rigidez  de  los  hidrogeles  debido  al  incremento  del  grado  de 
reticulación.  
Si  comparamos  los  valores  de  HA  (Figura  3.51)  con  los  de  ES  (Figura  3.49)  se 
observa que  los valores de HA son mayores que  los de ES, acorde con el tipo de 
ensayos realizados. Los ensayos confinados a partir de  los cuales se obtiene HA 

















































El  coeficiente  de  Poisson  ν  es  la  relación  entre  la  deformación  lateral  y  la 
deformación axial en una probeta con carga axial. El cálculo de ν a partir de  los 
parámetros ES y HA se realiza tal y como se describe en el Anexo IV. 








































En  la  Figura  3.53  se  muestran  los  resultados  de  κ  obtenidos  para  los  dos 
hidrogeles  ensayados,  P/H18‐F127‐Ac‐2  y  P/H23‐F127‐Ac‐2.  Ambos materiales 
son  permeables,  con  un  valor  de  κ  ligeramente  superior  para  el  hidrogel  de 
menor  concentración,  P/H18‐F127‐Ac‐2,  lo  que  está  de  acuerdo  con  la mayor 
permeabilidad que muestran  los hidrogeles menos rígidos. Estos datos están en 
concordancia con  lo observado en  la medida de ES y HA; P/H18‐F127‐Ac‐2 es un 







cargas  fluctuantes.  Habitualmente  se  registra  el  número  de  ciclos  requeridos 
para producir el fallo del material. En el caso que nos ocupa, se ha considerado 
que se produce  fallo o  ruptura del material una vez que el hidrogel pierde sus 






















(N).119  En  la  Figura  3.54  se  muestran  los  resultados  obtenidos  para               
P/H18‐F127‐Ac‐2  y  P/H23‐F127‐Ac‐2.  En  la  gráfica  puede  observarse  una 
tendencia  lineal  para  ambas  concentraciones,  las  cuales  poseen  la  misma 
pendiente.  Este  comportamiento  permite  estimar  que  los  hidrogeles           
P/H18‐F127‐Ac‐2 y P/H23‐F127‐Ac‐2 se comportan del mismo modo, con la única 




A  pesar  de  realizar  todos  los  pasos  de  preparación  de  las  muestras  en 
condiciones estériles y adicionar antibiótico a  la disolución de PBS, no se pudo 
extender los ensayos hasta ruptura del material debido a la aparición de hongos. 
No  obstante,  estos  resultados  son  prometedores  ya  que  tras  130000  ciclos  el 
material sigue sin llegar a ruptura.  
3.7.4.‐ Comparación con propiedades mecánicas del cartílago 
Una  vez  determinados  los  parámetros  mecánicos  de  los  hidrogeles,  las 
propiedades mecánicas de nuestros materiales se han comparado con los valores 
que se estiman como necesarios para su aplicabilidad. En concreto, considerando 
































cartílago  articular,  los  valores  medidos  para  nuestros  materiales  se  han 
comparado con valores promedio para cartílago humano y con los de un modelo 
animal (oveja). 




Junto  a  estos  valores,  en  la  parte  inferior  de  la  tabla,  se  recogen  los  valores 
máximos  y  mínimos  correspondientes  a  propiedades  mecánicas  de  cartílago 





En  la  Tabla  3.8  se  recogen  los  valores  promedio  experimentales  de  ν  y  κ 
evaluadas  para  nuestros  hidrogeles.  Como  se  puede  observar,  nuestros 
materiales  muestran  para  estos  parámetros  (ν  y  κ)  órdenes  de  magnitud 













ES (MPa)  HA (MPa)  ν  κ (m2) 
0.21  0.31  0.32  5.8E‐15 
Valores promedio experimentales (humano) 
ES (MPa)  HA (MPa)  ν  κ (m2) 
0.625  0.7  <0.4  5.5E‐16 
Propiedades mecánicas experimentales del cartílago articular 
humano 
ES (MPa)  HA (MPa)  ν  κ(m2) 
Min.  Max.  Min.  Max.  Rango  Min.  Max. 
0.45  0.8  0.5  0.8  <0.4  E‐16  E‐15 
Tabla 3.8. Propiedades mecánicas medidas en diferentes hidrogeles fotopolimerizados. 
  Valores promedio experimentales 
  ES (MPa)  HA (MPa)  ν  κ (m2) 
P/H18‐F127‐Ac‐2  0.048  0.1  0.37  9.9E‐15 
P/H23‐F127‐Ac‐2  0.099  0.15  0.42  9.67E‐15 
P/H18‐F127‐Ac‐4  0.039  ‐  ‐  ‐ 
P/H23‐F127‐Ac‐4  0.111  ‐  ‐  ‐ 
P/H18‐F127‐Ac‐8  0.042  ‐  ‐  ‐ 

























Los  resultados  descritos  en  el  capítulo  anterior  han  permitido  demostrar  la 
viabilidad de copolímeros dendrítico‐lineal‐dendrítico derivados de Pluronic para 
obtener hidrogeles termosensibles fotopolimerizables. 
No obstante,  con el  fin de disponer de materiales  fotorreticulables  con menor 
densidad  de  grupos  acrilato,  así  como  de  incorporar  algunas  modificaciones 
químicas que puedan cambiar  las  interacciones  intermoleculares y modular  las 





vía alternativa de  fotorreticulación, en concreto mediante  la  reacción de  tioles 




F127‐OH‐4  y  F127‐OH‐8  mediante  funcionalización  de  sus  grupos  hidroxilo 
terminales con cisteamina  (NH2‐CH2‐CH2‐SH), a  través de enlaces carbamato. El 
grupo  carbamato  puede  favorecer  interacciones  por  enlaces  de  hidrógeno 
intermoleculares,  lo que puede  también  contribuir a modificar propiedades de 
gelificación, degradación y viabilidad celular con respecto a las descritas para los 
análogos con enlaces éster descritos en el Capítulo 3. 
En  la  primera  parte  de  este  capítulo,  apartado  4.1,  se  describe  la  síntesis  y 
caracterización de los compuestos tiolados así como sus propiedades gelificantes 
y de viabilidad celular. En la segunda parte del capítulo, apartado 4.2, se describe 















123  Para  formar  el  enlace  carbamato,  que  permite  introducir  la  cisteamina,  es 
necesario activar previamente los grupos hidroxilo terminales de Pluronic F127® 





En  esta Memoria  se  ha  abordado  la  síntesis  de  F127‐PN‐2  utilizando  distintas 
condiciones  de  reacción,  que  se muestran  en  la  Tabla  4.1.  En  primer  lugar  se 
utilizó TEA como base (método A), siguiendo el método descrito por Park et al. 














RMN  (Tabla 4.1). Por ello  se ensayaron otros  tipos de base  como piridina  (Py) 
(método B)124 o dimetilaminopiridina (DMAP) (métodos C y D), en  lugar de TEA. 
Así  mismo,  se  variaron  otros  parámetros  de  reacción  como  el  número  de 
equivalentes  de  las  distintas  bases  y  de  cloroformiato  de  p‐nitrofenilo,  con 
respecto a  la cantidad de polímero, así como el tiempo de reacción. En  la Tabla 
4.1 se  recogen, además  las condiciones de  reacción ensayadas,  los porcentajes 












A  1/8/8.8 (TEA)  24  62 
B  1/8/28 (Py)  24  100 
C  1/14/14 (DMAP)  24  37 
D  1/14/14 (DMAP)  4  100 
a Porcentaje de grupos hidroxilo terminales funcionalizados determinado por 1H‐RMN. 
De  las  dos  opciones  que  dieron  lugar  a  funcionalización  completa  de  los 
hidroxilos  terminales  de  Pluronic  F127®,  métodos  B  y  D,  se  eligieron  las 
















7.28  ppm),  además  de  la  señal  del  triplete  correspondiente  a  los  protones 





















a  tiol utilizando ditiotreitol  (DTT) que da  lugar a F127‐SH‐2.122 La segunda ruta, 









En  nuestro  trabajo, mediante  el método  de  síntesis  F  se  consiguió  obtener  el 
derivado F127‐SH‐2 mientras que con el método E se producía la rotura de parte 
de  los grupos carbamato formados, probablemente debido a  los  largos tiempos 
de diálisis, necesarios para eliminar completamente los subproductos o el agente 
reductor.  Además,  el  tratamiento  de  la  reacción  resulta mucho más  rápido  y 
sencillo  en  el método  F,  tratándose  de  una  simple  precipitación  y  lavado  con 
dietil éter frio. 
La  completa  funcionalización de  la molécula  se determinó por  1H‐RMN  (Figura 
4.2) y por FT‐IR (Figura 4.3). 
Mediante 1H‐RMN se comprobó la total desaparición de los protones aromáticos 
de  los  grupos  p‐nitrofenilo  de  la molécula  precursora  F127‐PN‐2,  así  como  el 
desplazamiento  de  la  señal  de  los  protones G,  próximos  al  enlace  carbamato 
formado,  que  aparece  a  4.20  ppm.  La  señal  a  2.79  ppm  del  espectro  de         


















grupo  carbonato  de  F127‐PN‐2,  a  1769  cm‐1,  y  la  banda  a  1732  cm‐1 















Esquema 4.3 y espectro de  1H‐RMN de F127‐PN‐4 en  la Figura  I.5 Anexo  I).  La 
























































Las  señales  de  los  protones  M  correspondientes  a  –CH2‐  anexos  al  enlace 
carbamato, aparecen enmascaradas por  las señales del polímero en torno a 3.5 
ppm. 
Para  la  correcta asignación de  las  señales descritas  se  realizaron experimentos 
complementarios de RMN. En la Figura 4.5 se muestra el espectro HSQC de este 
compuesto donde se observan las correlaciones protón‐carbono a un enlace. 























banda  de  la  vibración  del  enlace  C=O  de  los  grupos  carbamato  y  éster  a          








































funcionalización  se  puede  confirmar  por  el  valor  de  las  integrales 
























































la  formación  de  enlaces  disulfuro  y  el  entrecruzamiento  del  polímero, 
justificando la baja solubilidad del producto final.  
Todos  los compuestos obtenidos en  la síntesis de  los derivados tiolados  fueron 
caracterizados  por  GPC,  técnica  que  confirmó  la  presencia  de  dos  únicas 
distribuciones,  conforme  a  lo  esperado  considerando  el material  de  partida,  y 

















Los  valores  de  peso molecular  obtenidos  por  dicha  técnica  y  los  calculados  a 
partir de la suma de los pesos moleculares de los bloques individuales se recogen 
































El  protocolo  de  trabajo  utilizado  para  la  obtención  de  las  temperaturas  de 
transición  sol‐gel  y  gel‐sol  es  el  descrito  en  el  apartado  6.2.a.,  de  la  Parte 
Experimental. 
En  la Figura 4.8 se muestra el diagrama de  fases de  los dos derivados tiolados: 
F127‐SH‐2  y  F127‐SH‐4.  Para  ambos  materiales  se  obtuvieron  hidrogeles 
































En  comparación  con  los  derivados  de  Pluronic  F127®  descritos  en  capítulo 
anterior,  estos  compuestos  tiolados  requieren  una  menor  concentración  de 
copolímero para  la  formación de  los hidrogeles por  efecto de  la  temperatura. 
Este  resultado debe  ser atribuido a  la presencia del enlace carbamato y de  los 
grupos tiol terminales, que confieren a la molécula la posibilidad de formación de 
enlaces  de  hidrógeno,  modificando  notablemente  sus  propiedades  de 
gelificación.  
En esta  línea comparativa, estos compuestos pueden relacionarse con análogos 
no  azufrados  preparados  en  nuestro  grupo  de  investigación  como  el  que  se 
muestra  en  la  Figura  4.9.125  Esta  molécula  es  estructuralmente  análoga  al 




F127‐NHOH‐2  forma hidrogeles  termosensibles a partir de  concentraciones del 
















apartado  6.2.b.,  de  la  Parte  Experimental.  Los  termogramas  para  tres  de  las 
disoluciones ensayadas, concentraciones al 5 %, 16 % y 25 % (w/v), de F127‐SH‐2 
y F127‐SH‐4 se muestran en las Figuras 4.10 y 4.11, respectivamente. 
 En  todos  los  termogramas  realizados  se  observa  el  pico  correspondiente  al 
proceso de micelización (señalado en las gráficas en color morado). Sin embargo, 
el  pico  correspondiente  al  proceso  de  gelificación  se  detecta  a  partir  de 
concentraciones iguales o superiores al 10 % (w/v). En estos gráficos se indica en 


























































































































































































































5 %  29  ‐  19.5 
10 %  22  23.8  16.4 
16 %  20  21.7  12.7 
18 %  19  21.6  12.3 
20 %  17  21.6  11.8 
23 %  16  19.5  10.0 
25 %  15  17.1  7.7 
F127‐SH‐4 
5 %  36  ‐  19.1 
10 %  24  23.3  16.5 
16 %  20  22  14.0 
18 %  19  21.7  12.5 
20 %  18  20  10.2 
23 %  17  20  9.9 




es diferente  al descrito para  los hidrogeles de  los materiales  estudiados  en  el 























En  las  Figuras  4.12  y  4.13  se muestran  los  resultados  de  viabilidad  celular  en 




este parámetro  tras 72 horas de ensayo  son  superiores o próximos  al 90% en 
todos los casos. El aumento de concentración supone una ligera disminución de 
la viabilidad. 



















































































      F127‐SH‐2                            F127‐SH‐4 
Figura 4.13. Viabilidad celular de los derivados tiolados F127‐SH‐2 y F127‐SH‐4, en 
entorno 3D en estado gel: a) al 5 % (w/v) y b) 10% (w/v). 
A  diferencia  de  lo  descrito  en  los  ensayos  celulares  para  algunos  de  los 
materiales comentados en el Capítulo 3, el cambio de entorno 2D a 3D no afecta 
a la supervivencia celular en estos materiales con grupos tiol. 
Las Figuras 4.14 y 4.15  recogen  imágenes de microscopia de  fluorescencia que 




En  los  ensayos  3D  de  los  hidrogeles  de  F127‐SH‐2  predomina,  para  ambas 
concentraciones,  la morfología celular redondeada  (Figura 4.16),  lo que sugiere 
una baja adhesión de  las células al material. No obstante, también se observan 















































































































las moléculas  gelificantes  F127‐SH‐2  y  F127‐SH‐4,  permitirán  en  un  futuro  la 

















4.2.‐  FORMULACIONES  DE  DERIVADOS  F127‐SH‐n  Y  RETICULANTES  CON 
GRUPOS ACRILATO 
Como ya se ha  indicado, el objetivo principal de trabajar con derivados de tipo 
tiol  ha  sido  el  de  disponer  de  hidrogeles  termosensibles  reticulables  con  una 
menor densidad de grupos acrilato, pero capaces de polimerizar mediante una 
reacción de tipo tiol‐eno entre grupos tiol y grupos acrilato.  
Considerando  los  resultados  descritos  en  el  apartado  anterior,  estos  nuevos 
compuestos  F127‐SH‐n  (n= 2, 4) que  combinan el grupo  carbamato  y el grupo 
tiol, gelifican a una menor concentración y permiten buenas viabilidades. Así,  la 




Este  apartado  se  ha  dividido  en  dos  subapartados  en  función  de  los  distintos 
tipos de monómero acrilato utilizado. En el primero de ellos, 4.2.1., se describen 
los hidrogeles basados en las mezclas de los compuestos F127‐SH‐n (n= 2, 4) con 
los  derivados  F127‐Ac‐n  (n=  2,  4,  8)  del  Capítulo  3  de  esta  Memoria.  En  el 
segundo  subapartado,  4.2.2.,  se  recogen  los  resultados  obtenidos  sobre 




Conforme  al  objetivo  fundamental  de  nuestro  trabajo  con  estos  nuevos 





las  formulaciones  y  sus  hidrogeles,  el  estudio  de  las  condiciones  de 
polimerización  y en  la evaluación de  las propiedades de  los nuevos hidrogeles 
reticulados.  






En  la Tabla 4.4 se resumen  los diferentes ensayos  llevados a cabo con el  fin de 
seleccionar  las  condiciones  de  trabajo  más  adecuadas  respecto  a  los  tres 
aspectos mencionados. Este estudio se  limitó a mezclas de F127‐Ac‐2 con F127‐
SH‐2.  Además,  con  el  fin  de  conocer  el  comportamiento  de  los  polímeros  de 
forma  individual  en  determinadas  condiciones  de  trabajo,  en  casos  indicados, 
también se trabajó con hidrogeles monocomponente. 
Para  identificar  los  diferentes  hidrogeles  con  los  que  se  ha  trabajado,  se  ha 
utilizado una nomenclatura que se explica con  la  identificación para el material 
H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2. Con H10(1:1) se hace referencia a un hidrogel, su 
concentración y  su proporción en moles entre  los distintos componentes de  la 
mezcla, en este caso concentración del 10%  (w/v) en total, con una proporción  
molar  entre  los  componentes  1:1.  A  continuación  se  indican  los  dos 
componentes que  forman  la mezcla  separados por una barra  F127‐Ac‐2/F127‐





















I2959  Reticulación  Resultado***  Nº 
M1*  M2*  0.1  0.5  PSL**  PL** 
1 
F127‐Ac‐2  F127‐SH‐2  1 : 1  10  H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2 
+    ‐  ‐  +    negativo  1 
2    +  ‐  ‐  +    negativo  2 
3  +    +      +  negativo  3 
4    +  +      +  negativo  4 
5  +      +    +  negativo  5 
6    +    +    +  positivo  6 
7 
F127‐Ac‐2  F127‐SH‐2  1 : 1.2  10  H10(1:1.2)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2 
+    ‐  ‐  +    negativo  7 
8    +  ‐  ‐  +    negativo  8 
9  +    +      +  negativo  9 
10    +  +      +  negativo  10 
11  +      +    +  negativo  11 





‐  ‐  ‐  ‐  +    negativo  13 
14  ‐  ‐  +      +  negativo  14 





‐  ‐  ‐  ‐  +    negativo  16 
17  ‐  ‐  +      +  negativo  17 
18  ‐  ‐    +    +  negativo  18 
  Condiciones de trabajo 














a  la  relación molar  de  los  componentes  y  la  relación  estequiométrica  de  los 
grupos reactivos (CH2=CHCOO‐/‐SH). 
b) Metodología de preparación de las mezclas:  
Una  de  las  características  de  nuestros materiales  y  de  sus  propiedades  es  la 
formación  de micelas.  Dado  que  los  ensayos  se  realizan  en  condiciones  que 
superan  la CMC,  trabajar  con mezclas de diferentes  compuestos derivados del 
Pluronic  supone  que  el método  de mezclado  claramente  puede  influir  en  la 

























‐ Método M1:  Se  prepararon  dos  disoluciones,  una  disolución  al  10% 
(w/v)  de  F127‐Ac‐2  en  PBS  10 mM  PH  7.4  y  otra  de  F127‐SH‐2  al  10% 
(w/v)  en  PBS  10 mM  PH  7.4.  Los  polímeros  se  dejaron  disolver  a  4  ⁰C 
durante toda la noche. Para la preparación de las mezclas bicomponente 
se  mezclaron  volúmenes  idénticos  de  cada  una  de  las  disoluciones 
durante 30 segundos a 4 ⁰C. 
‐ Método M2: En un recipiente se  introdujo  la cantidad correspondiente 

















doble  enlace,  existen  numerosas  variables  experimentales  que  se  pueden 
modificar, y en particular, una esencial es el uso o no de fotoiniciador para que 




obstante, dada  la alternativa  iónica,  también se ha estudiado  la polimerización 
sin luz (reticulación identificada como PSL).  








‐ Reticulación química sin  luz  (PSL): Una vez preparadas  las muestras de 
los materiales a estudio en PBS 10 mM pH 7.4, por los distintos métodos 
de mezclado, se introdujeron en una estufa a 37 ⁰C con el fin de provocar 
la  reacción  entre  los  grupos  acrilato  y  grupos  tiol,  manteniendo  el 
material en estas condiciones durante 7 días. A determinados  intervalos 
de  tiempo,  la muestra  se  extrajo  de  la  estufa,  se  enfrió  y  se mantuvo 








‐  En  las mezclas  bicomponente  y  a  diferencia  de  lo  descrito  por  otros 
autores,101 no se observó la reticulación química sin luz en ninguno de los 
casos (experimentos nº 1, 2, 7 y 8). No se observa reticulación térmica ni 
con  el  aumento  de  la  proporción  de  grupos  tiol  con  respecto  de  los 
acrilatos (experimentos nº 1 y 2 (proporción 1:1 en moles) frente a nº 7 y 
8  (proporción  1:1.2  en  moles)),  ni  con  el  cambio  de  método  de 




(experimentos  nº  6  y  12)  y  sólo  se  produce  en  el  caso  de  que  los 
polímeros se disuelven conjuntamente (M2). 
‐  La  reticulación  química  para  los  materiales  monocomponente 
(experimentos nº 13 a 18) sólo se produjo para el material acrilado con 
una concentración de fotoiniciador del 0.5% en peso (experimento nº 15). 



















Establecidas  las  condiciones  de  preparación  de  los  hidrogeles  bicomponente 
polimerizados, el estudio se amplió a diferentes formulaciones con los derivados 
lineales  y  dendrítico‐lineal‐dendrítico  de  primera  y  segunda  generación,  tanto 
acrilados (F127‐Ac‐n (n= 2, 4, 8) como tiolados (F127‐SH‐n (n=2, 4).  
En  las  formulaciones basadas en el derivado  lineal con grupos tiol, F127‐SH‐2 y 
copolímeros  dendrítico‐lineal‐dendrítico  de  primera  y  segunda  generación  con 
grupos acrilato (F127‐Ac‐4 y F127‐Ac‐8), se probaron dos relaciones en moles, la 
relación  1:1 molar  (H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2  y  H10(1:1)‐F127‐Ac‐8/F127‐
SH‐2) que supone un exceso de grupos acrilato con respecto a los grupos tiol; y la 




los  componentes  en  PBS  10  mM  pH  7.4  y  presencia  de  0.5  %  en  peso  de 
fotoiniciador I2959. 


















I2959  Reticulación  Resultado***  Nº 
M2* 0.5 PL**
6  F127‐Ac‐2 F127‐SH‐2  1 : 1 1 : 1 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2 + + + positivo 6 
19  F127‐Ac‐4 F127‐SH‐2  1: 1 2 : 1 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2 + + + positivo 19 
20  F127‐Ac‐4 F127‐SH‐2  1 : 2 1 : 1 10 H10(1:2)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2 + + + negativo 20 
21  F127‐Ac‐8 F127‐SH‐2  1 : 1 4 : 1 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐8/F127‐SH‐2 + + + positivo 21 
22  F127‐Ac‐8 F127‐SH‐2  1 : 4 1 : 1 10 H10(1:4)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2 + + + negativo 22 
23  F127‐Ac‐2 F127‐SH‐4  1 : 1 1 : 2 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐4 + + + positivo 23 
24  F127‐Ac‐2 F127‐SH‐4  2 : 1 1 : 1 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐4 + + + negativo 24 
25  F127‐Ac‐4 F127‐SH‐4  1 : 1 1 : 1 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐4 + + + positivo 25 
26  F127‐Ac‐8 F127‐SH‐4  1 : 1 2 : 1 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐8/F127‐SH‐4 + + + positivo 26 
27  F127‐Ac‐8 F127‐SH‐4  1 : 2 1 : 1 10 H10(1:1)‐F127‐Ac‐8/F127‐SH‐4 + + + negativo 27 












En  la  Figura  4.21  se  muestra  el  aspecto  de  los  hidrogeles  obtenidos  por 
fotopolimerización de materiales estudiados  a partir del derivado  lineal,  F127‐
SH‐2  (imagen  superior)  y  del  derivado  dendrítico‐lineal‐dendrítico  F127‐SH‐4 
(imagen  inferior),  con  F127‐Ac‐n  (n=2,  4,  8).  Las  imágenes  reflejan  que  la 
consistencia de  los distintos materiales no es similar y que el uso de moléculas 
















  4.2.1.2.‐  Determinación  de  las  propiedades  sol‐gel  de  hidrogeles 
polimerizables 
Seleccionadas  las  formulaciones  que  permitían  obtener  hidrogeles 
fotopolimerizados  adecuados,  se  llevó  a  cabo  la  caracterización  sol‐gel  de  los 
materiales precursores fotopolimerizables. 
Para  la determinación de  las propiedades sol‐gel se prepararon muestras de  las 
mezclas  H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2,  H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2,           
H10(1:1)‐F127‐Ac‐8/F127‐SH‐2  así  como  de  H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐4      












































































































































































































En  la Tabla 4.6 se recogen  los resultados de  las temperaturas de transición sol‐
gel  (LCST)  para  todas  las mezclas  estudiadas,  obtenidas  por  ambos métodos. 



















H10 (1:1)‐F127‐Ac‐2/ F127‐SH‐2  23  86  25  17 
H10 (1:1)‐F127‐Ac‐4/ F127‐SH‐2  23  80  25.7  17 
H10 (1:1)‐F127‐Ac‐8/ F127‐SH‐2  23  70  25.5  16.9 
H10 (1:1)‐F127‐Ac‐2/ F127‐SH‐4  25  88  24  16.9 
H10 (1:1)‐F127‐Ac‐4/ F127‐SH‐4  25  84  25  16.7 
H10 (1:1)‐F127‐Ac‐8/ F127‐SH‐4  25  77  24.2  16.5 
Las LCST obtenidas por el método de inversión del vial concuerdan bastante bien 




Utilizando  las  condiciones  de  polimerización  seleccionadas  se  prepararon  6 
hidrogeles  fotopolimerizados:  P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2,  P/H10(1:1)‐
F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2,  P/H10(1:1)‐F127‐Ac8/F127‐SH‐2,  P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐
2/F127‐SH‐4, P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐4 y P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐8/F127‐SH‐






En  las  Figuras  4.24,  4.25  y  4.26  se  pueden  observar  las  estructuras  internas 
porosas  de  los  tres  hidrogeles  fotopolimerizados  basados  en  F127‐SH‐2  con 
F127‐Ac‐2, F127‐Ac‐4 y F127‐Ac‐8, respectivamente. En las Figuras 4.27 y 4.28 se 
muestran  las  estructuras  internas  porosas  de  dos  de  los  hidrogeles 
fotopolimerizados  basados  en  F127‐SH‐4  con  F127‐Ac‐4  y  F127‐Ac‐8, 
respectivamente.  El  hidrogel  P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐4  se  degradó 
completamente  antes  de  transcurrir  los  tres  días  de  incubación  en  PBS, 
necesarios para la preparación de las muestras para su estudio con SEM. 
El  análisis  de  las  fotografías  permite  observar  que  los  hidrogeles 
fotopolimerizados preparados a partir de mezclas F127‐Ac‐n (n=2, 4, 8)/F127‐SH‐
2, muestran  estructuras  internas  porosas,  siendo muy  similares  en  cuanto  a 
rango de tamaños de poro (Tabla 4.7), pero muy diferentes en cuanto a cantidad 
y conectividad de los poros.  
Los  materiales  basados  en  F127‐SH‐2,  como  el  hidrogel  P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐
2/F127‐SH‐2  (Figura  4.24)  presenta  una  estructura  con  elevada  densidad  de 
poros interconectados entre sí, como se deduce de la presencia de poros huecos 
en  las  imágenes  de  SEM  (Figura  4.24  (b)).  Sin  embargo,  el  aumento  de  la 
































Con  el  componente  tiolado  F127‐SH‐4,  el  hidrogel  P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐
SH‐4  (Figura  4.27)  proporciona  un  material  con  elevada  densidad  de  poros, 
interconectados  entre  sí.  Por  el  contrario,  el  aumento  de  grupos  acrilato  por 
molécula  en  los  hidrogeles  P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐8/F127‐SH‐4  (Figura  4.28), 
supone  la  obtención  de  una  estructura  interna menos  porosa,  de  poros mas 
grandes pero poco interconectados entre sí, tal y como se deduce de la presencia 






























de  la Parte Experimental.  Los  resultados obtenidos  se muestran en  las  Figuras 
4.29 y 4.30, respectivamente. 
Los  perfiles  de  degradación  de  los materiales  P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐n  (n=  2,  4, 
8)/F127‐SH‐2 mostraron un pequeño hinchamiento  inicial  (Figura 4.29), que es 
mayor  cuanto  menor  es  el  número  de  grupos  acrilato  por  molécula, 
probablemente debido a una menor densidad de entrecruzamiento. El tiempo de 




de  forma gradual  y  continua en el  tiempo. El  tiempo de degradación de estos 
hidrogeles es superior a 150 días, siendo un ensayo que en la actualidad no se ha 
concluido. 
























































































fotoiniciador  I2959  en  los  ensayos  sujetos  a  fotopolimerización,  utilizando  en 
todos los casos para la preparación de las mezclas el procedimiento M2 descrito 
en este capítulo. 
Las  viabilidades  celulares  se  han  determinado  sobre  disoluciones  e  hidrogeles 
basados en mezclas F127‐Ac‐n (n=2, 4, 8) y F127‐SH‐n (n=2, 4), a concentraciones 
del 5 y 10% (w/v) para ensayos 2D, y 10% (w/v) para los ensayos 3D. Con el fin de 
estimar  la  viabilidad  de  las mezclas  de  polímeros  en  disolución  se  realizaron 
ensayos 2D al 5% (w/v), mientras que con las mezclas al 10% (w/v) se analizó la 






Para  diferenciar  los  distintos  estudios  y  materiales  se  ha  utilizado  la 
nomenclatura ya descrita, que antepone 2D ó 3D para indicar el tipo de ensayo. 




2D/P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2  corresponde  al  ensayo  celular  realizado 
sobre el material  anterior una  vez  fotopolimerizado en presencia de 0.5 % de 
fotoiniciador I2959. Los ensayos celulares con el material en disolución utilizan la 
misma  nomenclatura  descrita  con  la  sustitución  de  la  letra  H  por  la  letra  D 
(Disolución). 
En  las  Figuras  4.31  y  4.32  se  representan  los  resultados  de  viabilidad  celular 
realizados  sobre  los  diferentes  materiales,  en  ensayos  en  entorno  2D  y  en 
entorno  3D,  respectivamente.  En  tonos  verdes,  se  representan  los  resultados 
que corresponden a las mezclas de hidrogeles tipo F127‐Ac‐n(n=2, 4)/F127‐SH‐2 
y en tonos rojos, los correspondientes a los de tipo F127‐Ac‐n(n=2, 4)/F127‐SH‐4. 
Los  resultados  correspondientes  a  los materiales  basados  en  F127‐Ac‐8  no  se 
incluyen en estas gráficas debido a  la total mortalidad celular observada tras 24 
horas de ensayo,  tanto en disolución como en estado gel  sin  fotopolimerizar y 
una vez fotopolimerizado. 
En  ensayos  2D  en  disolución,  Figura  4.31  (a),  las mezclas  2D/D5(1:1)‐F127‐Ac‐









































































































viabilidad  celular  para  las  mezclas  2D/H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2  y 
2D/H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐4  con  respecto  a  las  mezclas  en  disolución, 
mostrando viabilidades superiores al 60% tras 72 horas de ensayo. Sin embargo, 






(c))  se  obtuvieron  viabilidades  celulares  superiores  al  75%,  para  tres  de  los 
materiales,  destacando  particularmente  el  material  2D/P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐
4/F127‐SH‐4  que  hace  posible  la  viabilidad  celular  únicamente  en  el  gel 
fotopolimerizado. Al igual que se observa en los materiales sin fotopolimerizar, el 
hidrogel 2D/P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2 muestra una alta toxicidad. 
La  gran  diferencia  de  viabilidad  celular  existente  entre  los  hidrogeles 
2D/P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2  y  2D/P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐4/F127‐SH‐4, 
cuya única diferencia  radica en  su  composición del  componente  tiolado, F127‐
SH‐2 ó F127‐SH‐4, podría explicarse por el exceso de grupos acrilato con respecto 
a  los grupos  tiol presentes en el material precursor que parece persistir  tras el 
proceso de fotopolimerización  
Por otra parte,  la morfologia  interna observada por SEM para P/H10(1:1)‐F127‐
Ac‐4/F127‐SH‐4  (Figura  4.27)  sugiere  una  mayor  densidad  de  poros  e 
interconexión entre ellos que podría  ser determinante  a  la hora de  facilitar el 
transporte de nutrientes  y  sustancias de desecho  a  través del hidrogel poroso 
hasta las células, aumentando su supervivencia con respecto a P/H10(1:1)‐F127‐
Ac‐4/F127‐SH‐2 que presentaba una estructura menos porosa (Figura 4.25). 




















































































Si  se  establece  una  comparativa  con  los  resultados  descritos  en  el  capitulo 
anterior centrado en  los derivados acrilados,  la disminución de  la concentración 
del  gelificante  y  el  cambio  del  tipo  de  reacción  química  que  permiten  los 
materiales  “bicomponente”  supone,  para  ensayos  2D  de  todas  las  mezclas 
estudiadas con excepción de  las mezclas F127‐Ac‐4/F127‐Ac‐2,  la obtención de 




se  ha  observado  que  la morfología  celular  es  la  típica  alargada  de  las  células 
adheridas al fondo del pocillo, mientras que para el entorno 3D la morfología de 
las  células  es  redondeada,  lo  que  sugiere  la  baja  adhesión  de  las  células  al 
material. 
En la Figura 4.33 se muestran imágenes, en contraste de fases y fluorescencia, en 
las  que  se  aprecian  las  células  con morfología  alargada,  para  los  ensayos  con 
diferentes hidrogeles fotopolimerizados basados en F127‐Ac‐n (n=2, 4)/F127‐SH‐
n (n=2, 4), tras 72 horas de ensayo en un entorno 2D.  



















En  la  Figura  4.34  se  muestra  la  morfología  redondeada  de  las  células 
correspondiente al material 3D/P/H10(1:1)‐F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2, únicos ensayos 
























4.2.2.‐  Materiales  basados  en  mezclas  de  F127‐SH‐n  (n=2,  4)  con  otros 
reticulantes acrilados 
Con el fin de investigar la posibilidad de reticular los geles basados en polímeros 
tiolados  con otros  reticulantes  tipo acrilato,  se  seleccionaron 4  reticulantes de 
características  muy  diferentes  (Figura  4.35):  a)  un  derivado  comercial  con  4 
grupos acrilato reactivos, el pentaeritriol tetracrilato (PET), b) y c) dos diacrilatos 
lineales de PEG de diferente  longitud, un compuesto comercial con 4 unidades 
de  etilengligol  (TEG‐Ac‐2)  y  otro  con  45  unidades  de  etilenglicol  (PEG‐Ac‐2) 
sintetizado  para  este  estudio  (compuesto  [19]),  y  d)  un  derivado  lineal  de 
Pluronic F127®, con enlaces carbamato y dos grupos acrilato terminales también 
preparado para este estudio (F127‐NHAc‐2 [21]). 













































Ambos materiales  presentan  una  estructura  porosa  con  tamaños  de  poro  de    
17‐45  µm  para  P/H10(1:1)‐F127‐NHAc‐2/F127‐SH‐2  y  de  35‐75  µm  para 























































Los  estudios  de  viabilidad  celular  en  estos  hidrogeles  fotopolimerizados  se 
llevaron a cabo con células MSC humanas, utilizando condiciones de preparación 
y  de  trabajo  similares  a  las  descritas  para  el  resto  de  los  hidrogeles 
“bicomponente” descritos en el apartado 4.2.1., tanto en ensayos 2D como 3D. 
Los resultados se muestran en la Figura 4.39. 




























































































































F127‐Ac‐2  18  2‐25  57  47  3 
23  2‐15  57  58  2 
F127‐Ac‐4  18  2‐25  93  85  31 
23  2‐40  98  76  19 
F127‐Ac‐8  18  1‐6  276  0  0 






F127‐Ac‐2/F127‐SH‐2  10  5‐35  42  75  37 
F127‐Ac‐4/F127‐SH‐2  10  4‐40  107  2  0 
F127‐Ac‐8/F127‐SH‐2  10  8‐30  135  0  0 
F127‐Ac‐2/F127‐SH‐4  10  ‐  3  77  0 
F127‐Ac‐4/F127‐SH‐4  10  5‐20  >150**  83  0 
F127‐Ac‐8/F127‐SH‐4  10  25‐60  >150**  0  0 
F127‐NHAc‐2/F127‐SH‐2  10  15‐45  87  44  5 






Se  han  preparado  con  éxito  hidrogeles  fotopolimerizados  basados  en mezclas 
“bicomponente” con una menor concentración requerida para  la  formación del 
hidrogel  (10%  (w/v))  frente  a  la  concentración  requerida  para  los materiales 
descritos en el Capítulo 3 (18% (w/v)). 
Los materiales estudiados han presentado tamaños de poro que oscilan entre las 
2 µm  y  las  75 µm,  y  tiempos de degradación que oscilan entre  los 2  y  los 10 
meses. 
Las  viabilidades  celulares  obtenidas  en  entorno  2D  han  sido  superiores  a  las 



































nanopartículas  dispersas  en  disolución  acuosa. Desde  el  punto  de  vista  de  su 
aplicación,  los  nanogeles  deben  cumplir  algunas  de  las  especificaciones  en 
cuanto a estabilización y tamaño que se comentan a continuación. 
Ante una posible aplicación de los nanogeles como transportadores de fármacos, 
y  con  la  finalidad  de  inyectarlos  en  organismos  vivos  donde  los  nanogeles 
alcanzan un alto grado de dilución, resulta importante asegurar la estabilidad de 
los nanogeles.  La  fijación de  estructuras micelares  con  la  luz permite  evitar  la 
conversión de las micelas en copolímeros bloque en disolución, cuando éstos se 
encuentran en condiciones de alta dilución, por debajo de su CMC. 
Con este mismo  fin, otro aspecto a  tener en cuenta es el  tamaño del nanogel, 
que  debe  ser  optimizado  para  su  utilización  como  sistemas  de  transporte  y 
liberación controlada de fármacos. El diferente tamaño de los nanogeles afecta a 
su  tiempo  de  permanencia  en  el  torrente  sanguíneo,  así  como  a  su 
internalización  en  la  célula  y  a  la  biodisponibilidad  de  las  nanopartículas  que 
contienen  el  fármaco.126  El  tamaño  ideal  de  los  nanogeles  para  garantizar  su 
internalización por endocitosis en  las posibles  células diana debe  ser  inferior a 




70  y 200 nm presentan  los  tiempos de permanencia en el  torrente  sanguíneo 
más  prolongados.126,  127  Las  partículas  con  tamaños mayores  de  200  nm  son 
eliminadas directamente por el bazo o por  fagocitosis en  las células,  lo que  se 














produce  en  tejidos  tumorales  debido  a  la  hiperpermeabilidad  de  los  vasos 
sanguíneos que  los  rodean. Este  fenómeno,  junto con  la escasa eliminación de 
los nanogeles por parte del sistema linfático, permite la acumulación selectiva de 
los nanogeles en el tumor.  
Otro  de  los  aspectos  importantes  de  cara  a  la  aplicación  de  nanogeles  como 
sistemas versátiles de encapsulación de fármacos es la posibilidad de eliminación 
del agua contenida en los nanogeles, por ejemplo, por liofilización, y la obtención 
de éstos  como un  sólido que  se pueda  redisolver. De esta  forma  se  facilita el 
almacenaje y manipulación de  los nanogeles, así como realizar  la encapsulación 





En  este  nuevo  capítulo  se  describe  la  preparación  de  nanogeles 
fotopolimerizados,  obtenidos  a  partir  de  disoluciones  acuosas  a  bajas 
concentraciones  de  los  copolímeros  bloque  con  grupos  acrilato.  Como  se  ha 
expuesto  en  el  Capítulo  3,  los  copolímeros  bloque  estudiados  mantienen  la 
posibilidad  de  organización  en micelas  y  la  termosensibilidad  que  confiere  el 
núcleo de Pluronic F127®. Esta organización en micelas, junto con la presencia de 
                                                            








grupos  funcionales  reactivos,  permite  el  entrecruzamiento  intra  e  intermicelar 
fotoinducido y la formación de nanogeles fotopolimerizados. 
Por  lo  que  se  refiere  al  caso  concreto  de  los  hidrogeles  nanoestructurados 
basados en Pluronic  F127®, merece  la pena destacar  la presencia de entornos 
hidrofóbos  formados  por  los  bloques  de  PPG,  en  los  núcleos  de  las micelas, 
rodeados  de  su  correspondiente  corona  hidrófila  formada  por  los  bloques  de 
PEG. Esta doble naturaleza permite la utilización de los nanogeles como sistemas 
de encapsulación de moléculas hidrófobas e hidrófilas. 
En  este  trabajo  de  tesis  se  han  preparado  nanogeles  a  partir  tanto  del 
copolímero  bloque  lineal  como  de  los  nuevos  derivados  dendrítico‐lineal‐
dendrítico estudiados en el Capítulo 3, lo que ha permitido establecer un estudio 
comparativo entre distintos nanogeles, en base a su estructura química. 














2,76b,  102,  103,  131,  el  cual    se  ha  adaptado  con  pequeñas modificaciones.  Este 
método  consiste  en  la  preparación  de  una  disolución  del  correspondiente 
copolímero  bloque  a  concentración  superior  a  su  CMC,  con  la  consiguiente 
formación  de micelas,  y  la  posterior  fijación  de  las  estructuras micelares  por 
fotopolimerización  en  la  disolución  precursora.  La  utilización  de  este método 
supone la preparación de los nanogeles en un solo paso y de forma sencilla. 




Con  el  cálculo  de  la  CMC  se  establece  la  concentración  a  partir  de  la  cual,  el 
polímero en disolución acuosa, es capaz de agregarse  formando organizaciones 
micelares  termodinámicamente  estables.  Estas  organizaciones micelares,  a  su 
vez,  poseen  los  grupos  acrilato  terminales  que  confieren  a  las  micelas  la 
posibilidad  de  formar  agregados  de  mayor  tamaño,  estabilizados  por 
fotopolimerización, que constituirán los nanogeles. 
Para  la  determinación  de  la  CMC  en  copolímeros  bloque  de  Pluronic®  se  han 
descrito varios métodos experimentales.132 Los métodos que utilizan una sonda 
fluorescente son los más frecuentes, por lo que se decidió utilizar el método del 
pireno.132a  Estudios  previos  han  demostrado  la  disminución  de  la  CMC  con  el 
                                                            
131 Choi, W. I.; Kim, Y. H.; Tae, G., Macromolecular Research 2011, 19 (6), 639‐642 










aumento  de  temperatura,84  por  lo  que  todas  las medidas  fueron  realizadas  a     
25 ⁰C. 
El método del pireno se fundamenta en  la diferencia del espectro de excitación 
del  pireno  según  se  encuentre  en  un  entorno  hidrófilo  (λexc  max  =  332  nm)  o 
hidrófobo  (λexc  max  =  335  nm).  En  disoluciones  diluidas  de  copolímero  bloque 
lineal  o  dendrítico‐lineal‐dendrítico  (por  debajo  de  la  CMC),  el  pireno  se 
encuentra en un entorno hidrófilo, mientras que en disoluciones por encima de 
la  CMC,  el  pireno  se  localizará  preferentemente  en  la  parte  hidrófoba  de  las 
micelas, dada la naturaleza hidrófoba de éste, lo que produce el desplazamiento 
de  su  máximo  de  excitación  de  332  nm  a  335  nm.  El  gráfico  para  la 
determinación de  la CMC se obtiene con  la representación de  la relación de  las 
intensidades  I335/I332, frente al  logaritmo de  la concentración (Log C). Cuando  la 
concentración del polímero anfífilo supera  la CMC,  la relación  I335/I332 aumenta 
considerablemente  y  alcanza un máximo que  indica que  se ha  encapsulado  la 
mayor  concentración  posible  de  pireno.  La  CMC  del  polímero  se  determina 
calculando la intersección de las dos zonas rectas en dicha gráfica. 
Para  la  obtención  de  las  gráficas  se  prepararon  disoluciones  de  nuestros 
materiales a concentraciones 0.0001, 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5 y 1 % (w/v) 
de cada uno de los compuestos acrilados, F127‐Ac‐2, F127‐Ac‐4 y F127‐Ac‐8, a las 





















































































































en Pluronic  F127®  supone una  importante disminución de  la CMC. Además,  la 
funcionalización de  la estructura de Pluronic  F127®  con dendrones es  efectiva 










tres  compuestos  estudiados,  lo  que  garantiza  la  autoorganización  en micelas 
necesaria para la posterior formación de los nanoagregados. 
Los  agregados  formados  fueron  estabilizados  por  fotopolimerización mediante 
irradiación de estas disoluciones con luz UV. Posteriormente, las disoluciones se 












de  tamaño menor  a  30  nm,  debido  a  las  características  de  la membrana  de 
diálisis. Finalmente, las disoluciones sometidas a diálisis se filtraron con filtros de 
0.2 µm para  la eliminación de agregados de  tamaño  superior a  los 200 nm. La 
preparación detallada de  los nanogeles  se describe en el apartado 6.2.i., de  la 
Parte Experimental. 
En la Figura 5.2 se muestra de forma esquemática el proceso de formación de los 
























Teniendo  en  cuenta  que  la  temperatura  a  la  que  se  lleva  a  cabo  la 
fotopolimerización  tiene  influencia  en  el  tamaño  de  los  agregados,84  se 
realizaron  experimentos  de  reticulación  a  dos  temperaturas  distintas,  25  ⁰C  y     
37 ⁰C. 
Mientras  que  los  nanogeles  formados  a  25  ⁰C  permitieron  un  tratamiento 
posterior  de  dialización  y  filtración,  este  no  fue  posible  con  los  nanogeles 
obtenidos a 37  ⁰C. Tras someter al proceso de  fotopolimerización a  las micelas 
de nuestros materiales a 37 ⁰C, las disoluciones correspondientes a los nanogeles 
formados P/N‐F127‐Ac‐2, P/N‐F127‐Ac‐4 y P/N‐F127‐Ac‐8, se mostraron turbias, 
y una  vez dializadas, no  fue posible  su  filtración  a  través de  filtros de  0.2 µm 
debido a la saturación del filtro. La turbidez y la imposibilidad de la filtración de 
las muestras sugerían la presencia de agregados de gran tamaño. Para confirmar 
este  hecho,  se  estudiaron  por  TEM  los  nanogeles  PD/N‐F127‐Ac‐2 




(a).  Sin  embargo  los  agregados  obtenidos  tras  la  fotopolimerización  a  25  ⁰C 
















Basándonos  en  estos  resultados,  y  con  el  fin  de  asegurar  la  obtención  de 




tras  la  fotopolimerización  de  las  muestras  a  25  °C,  y  como  paso  previo  al 
tratamiento  de  diálisis  y  filtración,  se  comprobó  la  correcta  formación  de 
nanogeles mediante TEM y SEM. 
En  la Figura 5.4 y 5.5 se muestran  las  imágenes de TEM y SEM respectivamente 
de todos los materiales estudiados, antes de ser sometidos a procesos de diálisis 
y filtración. En todas  las muestras, tanto por TEM como por SEM, se observó  la 
presencia  de  nanogeles  de  forma  esférica  y  tamaño  nanométrico  tras  la 




















































Para  ello  se  tomaron  3  alícuotas  de  5  mL  cada  una,  de  las  disoluciones 
correspondientes  a  PDF/N‐F127‐Ac‐2,  PDF/N‐F127‐Ac‐4  y  PDF/N‐F127‐Ac‐8.  La 














Como  se  ha  comentado  en  la  introducción  de  este  capítulo,  de  cara  a  sus 
aplicaciones  y  manipulación,  es  importante  comprobar  la  posibilidad  de 
redisolución de los nanogeles tras su liofilización. Sólo en el caso de PDF/N‐F127‐
Ac‐2 se consiguió  la redisolución de  los nanogeles en agua, mientras que no se 
consiguió  la  redisolución  en  agua o  en disolventes orgánicos de  los nanogeles 
PDF‐N‐F127‐Ac‐4 y PDF‐N‐F127‐Ac‐8. 
Estos resultados tienen implicaciones en estudios posteriores, como por ejemplo 
los estudios de encapsulación de moléculas en el  interior de  los nanogeles y  la 
determinación  de  la  viabilidad  celular,  ya  que  es  fundamental  conocer  la 
concentración de las disoluciones con las que se trabaja. Para el caso de los dos 
materiales que no permiten su redisolución, PDF‐N‐F127‐Ac‐4 y PDF‐N‐F127‐Ac‐

















La  encapsulación  de  ambas  moléculas  se  realizó  utilizando  el  método  de 
evaporación  de  disolvente.79b  Este  método  consiste  en  la  disolución  de  las 
moléculas hidrófilas o hidrófobas  en un disolvente orgánico de bajo  punto de 
ebullición  y  miscible  con  el  agua,  y  la  adición  de  esta  disolución  sobre  la 
disolución  acuosa  de  los  nanogeles  fotopolimerizados.  Tras  la  evaporación  del 
disolvente orgánico,  las moléculas hidrófilas quedan  retenidas en  los dominios 
hidrófilos  del  nanogel  y  las moléculas  hidrófobas  se  localizan  en  los  núcleos 










En  la Tabla 5.3  se muestran  los  resultados obtenidos para  la encapsulación de 
rodamina  B  y  pireno,  en  los  nanogeles  preparados  con  los  tres  derivados 
acrilados,  y  que  identificaremos  con  la  nomenclatura  PDF‐N‐F127‐Ac‐n‐ROD  y 
PDF‐N‐F127‐Ac‐n‐PIR,  respectivamente.  Los  valores  de  encapsulación  están 
expresados  mediante  tres  parámetros  distintos:  como  µg  de  molécula 
encapsulada  por miligramo  de  nanogel,  Eficiencia  de  Encapsulación,  EE  (%),  y 






PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD  56.9  40.6  37.2 
PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ROD  68.9  48.8  45.3 
PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ROD  71.1  50.6  47.1 
PDF/N‐F127‐Ac‐2‐PIR  67.8  46.3  42.6 
PDF/N‐F127‐Ac‐4‐PIR  54.7  37.8  34.4 
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En  general,  los  tres nanogeles preparados presentan EE  alrededor de 40‐50 % 
tanto para  la molécula hidrófila,  rodamina B,  como  la hidrófoba, pireno. En el 
caso  de  la  rodamina  B  se  observa  un  aumento  de  la  EE  con  el  aumento  del 
número de  grupos  reactivos del  copolímero utilizado  en  la preparación de  los 
nanogeles. Así,  los nanogeles PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ROD presentan un aumento de 
EE de un 10% con respecto a los nanogeles del derivado lineal, PDF/N‐F127‐Ac‐2‐
ROD.  Sin  embargo,  para  el  pireno  no  se  observa  una  tendencia  clara  en  la 
variación  de  la  EE,  siendo  los  nanogeles  PDF/N‐F127‐Ac‐2‐PIR  los  que  ofrecen 
una EE más alta. 
Junto  a  estos  valores  experimentales,  también  se  ha  podido  comprobar  la 
encapsulación de ambas moléculas en estos nanogeles utilizando otros métodos. 
Así,  mientras  que  la  carga  de  rodamina  B  se  ha  podido  visualizar  mediante 
difracción  de  electrones‐TEM  (ver  apartado  5.3),  la  correcta  encapsulación  de 
pireno se demostró mediante estudios de excitación con luz.  
Como  se  ha  comentado  anteriormente,  el  pireno  experimenta  un 
desplazamiento  de  su  máximo  de  excitación  cuando  pasa  de  un  entorno 
hidrófilo,  332  nm,  a  uno  hidrófobo,  335  nm.  El  pireno  en  el  interior  de  los 
nanogeles se situará previsiblemente en  los dominios hidrófobos, observándose 
por  tanto  el máximo  de  excitación  de  los  nanogeles  cargados  a  335  nm.  En 

















En  la  Figura  5.8  y  Figura  5.9  se  muestran  las  imágenes  de  TEM  y  SEM 
respectivamente para los nanogeles PDF/N‐F127‐Ac‐n (n=2, 4 y 8). En el apartado 
5.1.2. se recogen las imágenes de TEM correspondientes a los nanogeles tras su 





















































En  cuanto a  los nanogeles PDF/N‐F127‐Ac‐2‐red  (nanogeles  tras  su  liofilización 
redisueltos  en  agua),  se  comprueba  la  recuperación  de  la  morfología  inicial, 



















Por  lo  que  respecta  a  los  nanogeles  cargados, mediante  TEM  (Figura  5.12)  se 
observó la morfología redondeada de los nanogeles tras la carga de rodamina B. 
Así mismo, mediante  TEM  en  campo  oscuro,  que  permite  la  detección  de  los 
electrones difractados debido a estructuras  cristalinas,  se detectó  la difracción 
debida a la rodamina B (Figura 5.12 (b), (d) y (f), en color blanco) coincidente con 


































el  interior  de  los  nanogeles.  En  la  Figura  5.13  (a)  se muestran  los  puntos  de 
difracción  obtenidos  para  los  nanogeles  PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD,  donde  se 
observa  la difracción atribuida a  la rodamina B en el  interior de  los nanogeles y 























































obstante,  se  midieron  también  los  diámetros  medios  de  los  nanoobjetos 
observados  en  las  imágenes  de  TEM  y  SEM.  En  la  Tabla  5.4  se  recogen  los 
diámetros  estimados  mediante  TEM,  SEM  y  DLS  para  diferentes  nanogeles, 
PDF/N‐F127‐Ac‐n (n= 2, 4, 8) sin cargar, PDF/N‐F127‐Ac‐2‐red, nanogel redisuelto 
















































































los  casos  se  obtienen  diferencias  significativas  de  tamaño  entre  lo medio  por 
TEM  y  lo  medido  por  SEM,  que  pueden  ser  debidas  a  la  presencia  de  un 
recubrimiento de oro como parte de la preparación de la muestra para SEM. Este 




























demuestran  los  valores  de  DLS  a  25  ⁰C.  Así  mismo,  se  comprobó  que  la 
termosensibilidad  se mantiene  tras el proceso de  liofilización y  redisolución,  si 
bien varia en mayor medida  tras  la  redisolución, mostrando menor  tamaño  las 
partículas a 37 ⁰C 
Del  análisis de  los  resultados obtenidos  con  los nanogeles  cargados,  se puede 
comentar que en el caso de  los nanogeles cargados con rodamina B se produjo 
un  aumento  del  tamaño  con  respecto  a  los  nanogeles  no  cargados,  siendo  la 
variación  de  tamaño  de  68.3  nm  para  PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD,  de  14  nm  para 
PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ROD y de 20.4 nm para PDF/N‐F127‐Ac‐8 (medidas a 25 ⁰C). El 
incremento más  significativo  de  tamaño,  que  se  produce  para  los  nanogeles 
PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD,  puede  atribuirse  a  una  estructura  externa  del  nanogel 
menos  rígida debido a  la menor  cantidad de grupos acrilato presentes,  lo que 
permite una mayor deformación del nanogel para alojar la rodamina B. 
A  diferencia  de  lo  observado  en  la  encapsulación  de  la molécula  hidrófila,  la 
encapsulación  de  pireno  no  produjo  aumento  de  tamaño  con  respecto  a  los 
nanogeles sin cargar. 
Al igual que en los otros casos estudiados, los nanogeles cargados mantienen su 




Los  ensayos  celulares  con  estos materiales han  consistido  en  el  estudio de  su 
toxicidad,  evaluando  la  viabilidad  celular,  así  como  ensayos  preliminares  de 
internalización  celular.  Ambos  tipos  de  estudios  han  sido  realizados  en 












1  mg/mL,  preparando  estas  muestras  por  disolución  directa  del  material 
liofilizado en medio de cultivo DMEM F12 para células MSC y DMEM high glucose 
para células HeLa, a la concentración deseada. 
Debido  a  la  imposibilidad  de  redisolución  tras  la  liofilización,  los  ensayos 
celulares  con  PDF/N‐F127‐Ac‐4  y  PDF/N‐F127‐Ac‐8  se  realizaron  con  las 
disoluciones  que  se  obtienen  tras  el  proceso  de  fotopolimerización,  diálisis  y 
filtración  tal y como  se ha explicado en el apartado 5.1.3.  (ver Tabla 5.2). Esto 








Los  protocolos  de  trabajo  seguidos  para  la  preparación  de  las  células, 
preparación de  las disoluciones de nanogeles  y preparación de  los ensayos de 
viabilidad  celular  se  describen  con  detalle  en  el  apartado  6.2.l.,  de  la  Parte 























































































































































































presentan  tras  72  horas  a  concentración  1  mg/ml,  los  mejores  niveles  de 
viabilidad celular (superior al 50%) para este tipo de células. 
De  forma general,  los nanogeles  resultaron  significativamente más  tóxicos  con 
MSC. Los porcentajes de supervivencia celular disminuyen a niveles inferiores al 
30%  con  el  paso  del  tiempo  y  el  incremento  de  la  concentración.  Si  bien,  se 
repite  el  hecho  de  que  PDF/N‐F127‐Ac‐8  es,  en  general,  menos  tóxico  que 
PDF/N‐F127‐Ac‐2, especialmente a concentraciones inferiores a 1 mg/mL. 
Por otra parte, con el  fin de poder comparar nuestros  resultados con análogos 
descritos  en  la  literatura,  decir  que  los  únicos  valores  de  viabilidad  celular 
comparables, han  sido descritos para PDF/N‐F127‐Ac‐2. Estos nanogeles  a una 
concentración  de  1 mg/mL,  tras  24  horas  de  ensayo,  con  cultivos  con  células 
tumorales  SCC7, mostraron  viabilidades  próximas  al  100%.76b  Estos  resultados 








Este  tipo  de  ensayo  consiste  en  el  estudio  del  proceso  de  entrada  de  los 
nanogeles  en  el  interior  de  células.  Para  la  realización  de  estos  estudios  se 
utilizaron  células  tumorales HeLa, que  se  incubaron durante 4 horas  junto  con 
disoluciones en agua destilada de  los nanogeles cargados con rodamina B, a  las 
que previamente se ajustó la concentración por adición de medio de cultivo high 





visualizar  la  localización de  los nanogeles con  respecto de  las células mediante 
microscopia confocal de fluorescencia. 
Para estos estudios,  los  filamentos de actina del citoesqueleto de  las células se 
marcaron  utilizando  el  fluoróforo  verde  Alexa  fluor  488,  y  el  núcleo  se  tiñó 
utilizando  el  fluoróforo  azul  DAPI.  Esta  tinción  permite  distinguirlos  de  los 
nanogeles  cargados  que  se  observaron  de  color  rosa,  característico  de  la 
rodamina B. El procedimiento de preparación,  incubación de  las  células  con  la 
disolución  de  nanogel  cargado  con  rodamina  B  y  marcaje  de  las  células  se 
describe en el apartado 6.2.l., de la Parte Experimental. 
En la Tabla 5.5 se recogen las características generales relativas a los ensayos de 
internalización  realizados.  En  la  primera  y  la  segunda  columna  se  incluyen  la 
concentración  de  nanogel  y  la  cantidad  de  rodamina  B  encapsulada  por 
miligramo de nanogel en  la disolución  inicial de nanogeles, respectivamente. La 
tercera  columna  recoge  la  concentración  final  de  nanogel  utilizada  en  los 















PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD  1.0*  56.9  0.8  23 
PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ROD  0.54  68.9  0.5  17 














limitada  por  la  baja  concentración  de  nanogel  obtenida  tras  la  preparación  y 
tratamiento  de  los  nanogeles,  proporcionando  disoluciones  con  menor 
contenido de nanogeles y rodamina B encapsulada. 
En  la  Figura  5.18  se  recogen  las  imágenes  de  microscopia  confocal  de 
fluorescencia de los diferentes nanogeles estudiados: PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD (23 
µg), PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ROD  (17 µg) y PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ROD  (23 µg). En  la parte 
superior de dicha  figura se muestran  los controles realizados  incubando células 
HeLa con rodamina B en forma libre, en la misma cantidad de rodamina B que la 
encapsulada en  los nanogeles (17 y 23 µg). Como control,  las  imágenes (a) y (b) 
muestran  la  internalización  de  rodamina  B,  la  cual  entra  en  las  células 
localizándose en el  citoesqueleto de estas.  Es  sabido que  la  internalización de 
moléculas  de  pequeño  tamaño  se  produce  por  mecanismos  de  difusión  no 
energéticos,  producidos  por  la  simple  presencia  de  un  gradiente  de 
concentración.134  
En el caso de la rodamina B encapsulada en los nanogeles PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD 
y  PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ROD  (Figura  5.18  (c)  y  (e)  respectivamente)  también  se 
observó  internalización de  rodamina B en  las células. En este caso, y debido al 
tamaño que presentan los nanogeles cargados con rodamina B, cabe esperar un 
proceso de internalización por endocitosis.134 Un caso particular es el observado 
con  PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ROD  (Figura  5.18  (d)),  detectándose  la  ruptura  del 
citoesqueleto,  probablemente  debido  a  la  baja  concentración  de  medio  de 
cultivo  presente  en  el  ensayo,  que  da  lugar  a  una  disolución  hipotónica  y  la 
consiguiente explosión de  las paredes celulares. Con estos ensayos cualitativos 































Para  intentar  dilucidar  el  grado  de  internalización  de  los  nanogeles,  se 
plantearon  ensayos  a  dos  temperaturas,  4  ⁰C  y  37  ⁰C,  con  nanogeles  PDF/N‐
F127‐Ac‐8‐ROD.  Para  estos  ensayos  se  utilizó  una  mayor  concentración  de 
nanogel y por  tanto una mayor cantidad de  rodamina B cargada, 48 µg, con el 
objetivo de conseguir una mayor  intensidad de  fluorescencia que  la observada 
para ensayos realizados a menor concentración. La selección de  la temperatura 
de  4  ⁰C  responde  a  que  los  procesos  de  internalización  que  requieren  gasto 
energético, como es la endocitosis, se encuentran inhibidos a esta temperatura, 
lo que debería  impedir por  tanto  la  internalización de nanogeles  cargados  con 
rodamina B, que se internaliza por este mecanismo. Sin embargo, la difusión de 
rodamina  B  libre  no  se  vería  inhibida  al  tratarse  de  un  proceso  sin  coste 
energético para la célula.  
En  la Figura 5.19 se muestran  los ensayos de controles y  los de  internalización 
realizados a las dos temperaturas de trabajo.  
En ambos controles se detecta la internalización de rodamina B en su forma libre 
debida  a  procesos  de  difusión  (imagenes  (a)  y  (b)).  Como  se  ha  observado  y 
comentado anteriormente, a 37 ⁰C de nuevo se produce la internalización de los 
nanogeles  (imagen  (c)),  siendo  difícil  percibir  el  grado  de  internalización  con 
respecto  al  control.  A  4  ⁰C  se  observa  un  aumento  de  la  fluorescencia  en  el 
interior de las células (imagen (d)) con respecto al ensayo análogo realizado a 37 




a  la  termosensibilidad  que  presentan  los  nanogeles,  éstos  experimentan  un 
aumento de  tamaño  con  la disminución de  la  temperatura,  lo que produce  la 
liberación al medio de  la rodamina B encapsulada, creando así un gradiente de 


















Con el fin de modificar  la rápida  liberación de  la rodamina B a 4 ⁰C al medio de 
ensayo, debido fundamentalmente a su elevada solubilidad en agua, se pensó en 



















de  primera  generación  con  cadenas  terminales  de  ácido  esteárico  (Rodamina‐
EST), cuya estructura  se muestra en  la Figura 5.20. Esta molécula, que ha  sido 
sintetizada y utilizada en el grupo de  investigación, ha demostrado una mayor 


















En  la  Tabla  5.6  se  muestra  la  concentración  de  nanogel  y  rodamina‐EST 
encapsulada en  la disolución  inicial, así como  la concentración  final de nanogel 
utilizada  en  los  ensayos  de  internalización,  obtenida  tras  el  ajuste  de  la 
concentación  por  adición  de  DMEM  high  glucose,  así  como  la  cantidad  de 
rodamina‐EST presente. De nuevo,  los ensayos con  los nanogeles de F127‐Ac‐4 














PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ ROD‐EST  1.0*  150  0.64  50 
PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ ROD‐EST  0.54  150  0.32  25 






Los  resultados  de  estos  estudios  se muestran  en  dos  secuencias  de  imágenes 
(Figuras 5.21 y 5.22), correspondientes a dos cantidades diferentes de rodamina‐
EST encapsulada, 50 µg en el caso de los ensayos con PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD‐EST 
y  PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ROD‐EST,  y  25  µg  para  PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ROD‐EST.  Para 
facilitar  la  comparación  de  los  resultados  se  incluyen  también  los 








cantidad  de  rodamina‐EST  de  50  µg,  a  las  dos  temperaturas,  4  ⁰C  y  37  ⁰C 
respectivamente. Como  se puede observar,  la  internalización de  rodamina‐EST 
libre es independiente de la temperatura. 
Sin  embargo,  no  ocurre  lo mismo  cuando  esta molécula  está  encapsulada  en 
nanogeles.  La  internalización  de  los  nanogeles  PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD‐EST  se 
produce a 37 ⁰C (Figura 5.21 (c)) de forma más lenta que la internalización de la 
molécula  libre  (Figura 5.21  (a)),  como  se deduce de  la menor  intensidad de  la 
fluorescencia debida a  la  internalización de nanogeles  cargados  con  rodamina‐
EST.  En  cambio,  a  4  ⁰C  (Figura  5.21  (d)),  con  los  procesos  de  endocitosis 
inhibidos, no se observa fluorescencia en el  interior de  las células, confirmando 
que los nanogeles entran a la célula por endocitosis y que la rodamina‐EST no se 
libera  al  medio  de  ensayo,  encontrándose  efectivamente  encapsulada  en  el 
interior de los nanogeles. 
La  internalización  de  los  nanogeles  PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ROD‐EST  a  37  ⁰C  (Figura 
5.21  (e)) y a 4  ⁰C  (Figura 5.21  (f)) presentó el mismo  comportamiento que  los 
nanogeles PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD‐EST, siendo la diferencia de fluorescencia a las 
dos  temperaturas  de  trabajo menos  significativas  que  en  este  caso.  La menor 
intensidad de fluorescencia observada en la imagen (e) con respecto a la imagen 
(c)  se  puede  atribuir  a  que  la  internalización  de  PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ROD‐EST    a     
37  ⁰C  se  produce  de  forma más  lenta  que  los  PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ROD‐EST  a  la 
misma temperatura. 
Además  el  uso  de  rodamina‐EST  hace  que  el  cambio  de  tamaño  que 
experimentan  los nanogeles al disminuir  la  temperatura a 4  ⁰C no produzca  la 


































En  la Figura 5.22 se muestran  los resultados de  internalización observados para 
los ensayos con nanogeles PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ROD‐EST, con sus correspondientes 
controles.  A  diferencia  de  lo  observado  con  los  otros  dos  tipos  de  nanogeles 
ensayados  se  visualiza  un  aumento  de  la  intensidad  de  fluorescencia  a  baja 
temperatura,  con  respecto  a  los  mismos  ensayos  realizados  a  37  ⁰C.  Estos 
nanogeles, a 4 ⁰C, producen la liberación de la rodamina‐EST encapsulada lo que 
permite  la  internalización  de  la  molécula  por  procesos  de  difusión.  Todavía 
























A modo de  resumen, en  la Tabla 5.7  se  recogen  los ensayos de  internalización 
celular realizados y sus resultados. 
Tabla 5.7. Resumen de ensayos de internalización realizados en células HeLa. 
Nanogel  Carga  37 ⁰C  4 ⁰C  Internalización 
‐  ROD (17 y 23 µg)  +    + (por difusión) 
‐  ROD (48 µg)  +    + (por difusión) 
‐  ROD (48 µg)    +  + (por difusión) 
PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ ROD  ROD (23 µg)  +    + 
PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ ROD  ROD (17 µg)  +    Rotura de células 
PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ ROD  ROD (23 µg)  +    + 
PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ ROD  ROD (48 µg)  +    + 
PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ ROD  ROD (48 µg)    +  + (por difusión) 
‐  ROD‐EST (50 µg)  +    + (por difusión) 
‐  ROD‐EST (50 µg)    +  + (por difusión) 
‐  ROD‐EST (25 µg)  +    + (por difusión) 
‐  ROD‐EST (25 µg)    +  + (por difusión) 
PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ ROD‐EST  ROD‐EST (50 µg)  +    + (más lenta que libre) 
PDF/N‐F127‐Ac‐2‐ ROD‐EST  ROD‐EST (50 µg)    +  ‐ (endocitosis inhibida) 
PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ ROD‐EST  ROD‐EST (50 µg)  +    + (más lenta que libre) 
PDF/N‐F127‐Ac‐8‐ ROD‐EST  ROD‐EST (50 µg)    +  ‐ (endocitosis inhibida) 
PDF/N‐F127‐Ac‐4‐ ROD‐EST  ROD‐EST (25 µg)  +    + 




Ensayos  cualitativos  preliminares  han  demostrado  que  estos  nanogeles  se 
internalizan  de  forma  efectiva  en  el  interior  de  la  célula.  Sin  embargo,  son 







como  transportadores  de  fármacos  y  explicar  el  distinto  comportamiento 




como  la  Camptotecina,  fármaco  con  baja  solubilidad  en  agua  y  elevada 
citotoxicidad  en  su  forma  libre,  activo  contra  la  hepatitis.  Así  mismo,  se 
comprobará  la  efectividad  y  toxicidad  de  los  nanogeles  cargados  con 
Camptotecina  al  producirse  la  internalización  celular,  en  comparación  con  el 
fármaco libre. Dichos experimentos se realizarán en colaboración con Olga Abián 






























Apartado  en  el  que  se  recogen  los  diferentes  procedimientos  experimentales 

















En un matraz  se pesa Pluronic F127®  (10 g, 0.79 mmol)  secado previamente a 
vacío y se disuelve en 20 mL de diclorometano seco. Una vez disuelto el polímero 
se añade trietilamina (0.97 mL, 6.99 mmol) gota a gota bajo atmósfera de argón. 
El  matraz  de  reacción  de  introduce  en  un  baño  de  hielo  y  se  añade  muy 
lentamente, gota o gota cloruro de acriloilo (0.54 mL, 6.35 mmol). La mezcla de 
reacción  se mantiene  a  temperatura  ambiente,  bajo  atmósfera  de  argón  y  en 
oscuridad durante toda  la noche. Transcurrido este tiempo se  filtra el crudo de 
reacción sobre alúmina neutra para la eliminación del subproducto hidrocloruro 
de  trietilamonio.  Al  filtrado  se  le  añade  Na2CO3  anhidro  y  se  mantiene  con 
agitación  en  oscuridad  durante  2  horas.  El  sólido  se  filtra  por  gravedad  y  el 
filtrado se concentra en el rotavapor. A continuación la mezcla se vierte sobre un 
litro de dietil éter frio. El sólido que precipita se deja decantar durante una noche 
en  el  frigorífico,  y  el  precipitado  se  filtra  y  se  lava  con  dietil  éter  frio, 
obteniéndose un sólido blanco. Rto: 67‐78 %. 
1H‐RMN (400 MHz, CDCl3): δ (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 3.37‐3.82 (m, ~1100H, B, 
C, D, E, F), 4.31  (m, 4H, G), 5.83  (dd,  Jcis=10.4 Hz,  Jgem=1.6 Hz, 2H,  J), 6.15  (dd, 
Jtrans=17.2 Hz, Jcis=10.4 Hz, 2H, I), 6.42 (dd, Jtrans=17.2 Hz, Jgem=1.6 Hz, 2H, J).  
















2,2‐dimetoxipropano  (13.8  mL,  112  mmol)  y  ácido  p‐toluensulfónico 
monohidrato (0.7 g, 3.7 mmol) en 50 mL de acetona seca. La mezcla de reacción 




extrae  con  20  mL  de  agua  (x2),  se  seca  con  MgSO4,  se  filtra  y  evapora  a 
sequedad. El producto se obtiene como un sólido blanco. 10.3 g. Rto.: 79 %. 


















y KOH  (8.6 g, 154 mmol) en 100 mL de dimetilformamida  seca.  La  reacción  se 
mantiene  a  100  ⁰C  durante  una  hora.  Transcurrido  este  tiempo  se  adiciona 



























(3.2 g, 10.9 mmol) en 90 mL de diclorometano  seco. La mezcla de  reacción  se 





aceite  amarillo.  El  crudo  se  purifica  por  cromatografía  en  columna  eluyendo 
inicialmente  con  hexano  e  incrementando  gradualmente  la  polaridad  del 




















reacción  se  deja  en  atmósfera  de  hidrógeno  durante  4  horas  a  temperatura 










En  un  matraz  se  adiciona  ácido  2,2‐bis(hidroximetil)propiónico  (15  g,  111.8 
mmol),  α,α‐  dimetoxitolueno  (25.5 mL,  166.6 mmol)  y  ácido  p‐toluensulfónico 






el  frigorífico durante  toda  la noche. El sólido blanco  formado se  filtra y se  lava 
con acetona fría. Rto: 31‐64 %. 
1H‐RMN  (300 MHz, CDCl3):  δ  (ppm): 1.11  (s, 3H, G), 3.70  (d,  J=11.7 Hz, 2H, F), 
4.64 (d, J=11.4 Hz, 2H, F´), 5.49 (s, 1H, E), 7.37 (m, 3H, A, B), 7.47 (m, 2H, C).  










seco.  En  otro  matraz  se  disuelve  DCC  (8.05  g,  39  mmol)  en  40  mL  de 
diclorometano  seco.  La  disolución  de  DCC  se  añade  sobre  la  disolución  del 
compuesto  [6]  y  la  mezcla  de  ambos  se  deja  con  agitación  a  temperatura 
ambiente durante toda la noche. El subproducto DCU formado se filtra y se lava 
con  un  pequeño  volumen  de  diclorometano.  El  filtradoo  se  concentra  en 
rotavapor y se precipita en 1 L de hexano. Tras la filtración se obtiene [7] como 
un sólido blanco. Rto.: 88‐96 %. 














disolución  anterior  y  una  vez  disuelto  este  producto  se  añade  [7]  (2.0  g,  4.76 
mmol).  La  mezcla  de  reacción  se  mantiene  a  temperatura  ambiente,  bajo 
atmósfera de argón durante 48 horas horas. Transcurrido ese tiempo se añaden 























En un matraz  se disuelven 9.5 g  (0.73 mmol) de  [8] en 200 mL de  acetato de 
etilo. Una  vez disuelto  se  añade un 10 % en peso de Pd/C. A  continuación  se 
realizan 3 ciclos vacío‐argón y se deja  la mezcla de  reacción bajo atmósfera de 






FT‐IR  (cm‐1, neto, película delgada  sobre NaCl): 3482  (OH), 2884  (C‐H  st), 1728 
(C=O), 1112 (C_O_C). 
MS (MALDI+): máximos a m/z 5213.9 y 13780.1. 
ANÁLISIS  ELEMENTAL  para  C607H1212O272,  calculado:  C,  56.42;  H,  9.44., 
experimental: C, 56.04; H, 9.98. 
Compuesto F127‐Bn‐4 [10] 
En un matraz  se disuelven 4 g  (0.31 mmol) de  [9] en 15 mL de diclorometano 
seco. Una  vez  disuelto  se  añade  [7]  (2.13  g,  4.99 mmol)  y DMAP  (122 mg,  1 
























ciclos  vacio‐argón  y  se  deja  la  reacción  bajo  atmósfera  de  hidrógeno  durante 









13C‐RMN  (100 MHz, CDCl3):  δ  (ppm): 17.1  (N), 17.3‐ 17.4  (A), 17.9  (J), 46.4  (K), 
49.7 (M), 64.3 (I), 64.9 (G), 67.3‐67.4 (L), 68.5‐68.8 (F), 70.5 (D, E), 72.9‐ 73.3 (C), 
75.1‐ 75.3‐ 75.5 (B), 172.9 (H), 174.9 (H´). 
FT‐IR  (cm‐1, neto, película delgada  sobre NaCl): 3457  (OH), 2884  (C‐H  st), 1733 
(C=O), 1113 (C_O_C). 
MS (MALDI+): máximos a m/z 5286.1 y 13693.8. 





Se  añade  trietilamina  (0.39 mL,  2.76 mmol)  y  4‐metoxifenol  (200 mg)  como 
inhibidor de  la polimerización.  Se  realizan en  la mezcla de  reacción  tres  ciclos 
vacío‐argón  y  a  continuación  la  mezcla  se  enfría  con  hielo.  Trancurridos  10 
minutos  se  añade  cloruro  de  acriloilo  (0.22 mL,  2.66 mmol),  gota  a  gota,  con 
agitación y la mezcla de reacción se deja bajo atmósfera de argón y en oscuridad 

























































durante  toda  la  noche.  El  crudo  de  reacción  se  diluye  con  50  mL  de 
diclorometano  y  se  extrae  con NaHSO4  1 M  (2  x  30 mL)  y  disolución  de NaCl 











mL de diclorometano, y  se añade bajo atmósfera de argón  sobre  la disolución 
anterior. 
A la disolución resultante se le adiciona DMAP (0.68 g, 5.60 mmol), previamente 




mL de diclorometano.  La  fase orgánica  se  extrae  con HCl  1N  (2x75 mL)  y  con 
disolución  saturada  de  NaCl  (1x75  mL)  para  eliminar  el  cloruro  de 
























0.5 mL de TEA.  La mezcla de  reacción  se mantiene  a  temperatura  ambiente  y 
atmósfera de argón durante toda  la noche. A continuación el crudo de reacción 
se  dializa  con  membrana  (Spectra/Por®  Dyalisis  membrane  MWCO  3500, 
Spectrum) hasta  la desaparición de  la tonalidad amarillenta del subproducto de 
reacción  p‐nitrofenol  (7  días).  Una  vez  eliminado  el  subproducto  se  añade  al 






A  continuación  se  añade  cisteamina  (24  mg,  0.32  mmol)  bajo  atmósfera  de 
argón. La mezcla de reacción se mantiene a temperatura ambiente con agitación 
durante toda la noche. El crudo de reacción se precipita en 200 mL de dietil éter 









FT‐IR  (cm‐1,  neto,  película  delgada  sobre  NaCl):  2867  (C‐H  st),  1732  (C=O 
carbamato), 1525 (NO2 st as), 1108 (C_O_C). 
MS (MALDI+): máximo a m/z 4849.7. 




En  un  matraz  se  pesa  [9]  (2.3  g,  0.18  mmol)  y  se  disuelve  en  17  mL  de 
diclorometano  seco.  A  continuación  se  añade  piridina  seca  (0.8  mL)  y 
cloroformiato  de  p‐nitrofenilo  (0.6  g,  2.9 mmol)  bajo  atmósfera  de  argón.  La 
reacción  se mantiene  a  temperatura  ambiente,  con  agitación  durante  toda  la 
noche. El crudo de  reacción se diluye con 50 mL de diclorometano y se extrae 
con NaHSO4 1 M (2 x 30 mL) y disolución de NaCl saturada (1 x 30 mL). La fase 





















En un matraz  se disuelve  [16]  (1.7  g,  0.13 mmol)  en  30 mL de diclorometano 
seco. A continuación se añade cisteamina (50 mg, 0.65 mmol) bajo atmósfera de 






13C‐RMN  (125 MHz, CDCl3): δ  (ppm): 17.4‐ 17.5  (A), 18.3  (J), 38.5  (N), 41.8  (M), 
64.2  (I), 67.4  (G), 68.6‐68.7‐69.0  (F), 70.7  (D, E), 72.9‐ 73.5  (C), 75.2‐ 75.4‐ 75.6 
(B), 156.2 (L). 
FT‐IR  (cm‐1,  neto,  película  delgada  sobre  NaCl):  2880  (C‐H  st),  1733  (C=O  st 
carbamato, C=O ester), 1112 (C_O_C).  
MS (MALDI+): máximos a m/z 5184.5 y 13217.4. 






En  un  matraz  se  pesa  [11]  (1.6  g,  0.12  mmol)  y  se  disuelve  en  50  mL  de 
diclorometano  seco.  A  continuación  se  añade  piridina  seca  (1.3  mL)  y 
cloroformiato  de  p‐nitrofenilo  (0.8  g,  3.9 mmol)  bajo  atmósfera  de  argón.  La 
reacción se deja a temperatura ambiente, con agitación durante toda la noche. El 
crudo de reacción se diluye con 50 mL de diclorometano y se extrae con NaHSO4 










FT‐IR  (cm‐1,  neto,  película  delgada  sobre  NaCl):  2867  (C‐H  st),  1771  (C=O  st 












En un matraz  se disuelve PEG  (Pm=2000 g/mol)  (1 g, 0.51 mmol) en 15 mL de 
diclorometano  seco.  A  continuación  se  añade  TEA  (0.65 mL,  4.7 mmol)  y  4‐
metoxifenol (50 mg) como inhibidor. Se realizan al medio de reacción tres ciclos 
vacío‐argón  y  a  continuación  se  enfría  la  mezcla  de  reacción  con  hielo. 
Trancurridos 10 minutos se añade cloruro de acriloilo (0.34 mL, 4.2 mmol), gota a 
gota, con agitación y la mezcla de reacción se deja bajo atmósfera de argón y en 
oscuridad  durante  24  horas.  El  crudo  de  reacción  se  filtra  a  través  de  una 
columna de alúmina neutra para eliminar cloruro de tretilamonio formado como 
subproducto  y  el  filtrado  se  seca  con  Na2CO3  anhidro  durante  2  horas. 










de  argón.  La  mezcla  de  reacción  se  mantiene  a  temperatura  ambiente  con 
agitación durante toda la noche. El crudo de reacción se precipita en 200 mL de 



















0.94 mmol), gota a gota con agitación y  la  reacción  se deja bajo atmósfera de 
argón y en oscuridad durante 24 horas. El crudo de reacción se filtra a través de 
una  columna  de  alúmina  neutra  para  eliminar  el  subproducto  cloruro  de 
tretilamonio  y  el  filtrado  se  seca  con  Na2CO3  anhidro  durante  2  horas. 
Transcurrido  este  tiempo  se  filtra  y  el  filtrado  se  concentra  en  rotavapor.  A 



























el  fin  de  producir  la  transición  sol‐gel.  Se  consideró  como  temperatura  de 





‐  En  cápsulas  herméticas  de  DSC  se  colocaron  entre  15  y  20 miligramos  de 
muestra  (disoluciones  preparadas  de  la  misma  forma  que  en  el  método  de 
inversión del vial). 
‐ En el horno de DSC, a una velocidad de 5 ⁰C/min, el material se sometió a un 












‐ 100 µl de  la disolución precursora  fría se  introdujeron en un molde cilíndrico 
abierto, de 6 mm de diámetro por 3 mm de altura, colocado sobre un porta de 












y  se  liofilizaron  durante  una  noche.  La  congelación  con  nitrógeno  líquido  y  la 





‐  Los hidrogeles  fotopolimerizados  se pesaron  (W0, peso  inicial del hidrogel) e 
incubaron en 2 mL de PBS 10 mM pH 7.4 a 37 ⁰C.  
‐  El  peso  de  la muestra  se  controló  a  intervalos  regulares  de  tiempo  (Wt)  y 
















‐  A  continuación  los  polímeros  esterilizados  se  disolvieron  en  la 
concentración correspondiente, en medio de cultivo DMEM  (Dulbecco´s 
Modified  Eagle´s Medium),  que  contenía  0.1  %  (w/v)  de  fotoiniciador 











Una  vez  formado  el  hidrogel  físico,  en  el  caso  de  los  ensayos  sin 
fotopolimerizar,  o  tras  la  fotopolimerización,  en  el  caso  de  los  ensayos 










del polímero  se diluyó  a  la mitad  (concentración del ensayo) utilizando 
DMEM con 20 % de FBS, y se dejó disolver a 4 ⁰C durante 1 hora. 
200 µL de la disolución resultante se adicionaron a los pocillos sobre una 
capa  de  células  para  la  determinación  de  la  viabilidad  celular  en 
disolución. 
‐  preparación  de  muestras  3D:  las  células  se  dispersaron  en  las 
disoluciones de polímero a una densidad  final de 1x105 células/mL. 100 
µL de las disoluciones de polímero con células se transfirieron a una placa 
de  96  pocillos  (10000  células  por  pocillo),  y  se  incubaron  durante  5 
minutos a 37 ⁰C hasta la formación del hidrogel físico.  
Una  vez  formado  el  hidrogel  físico,  en  el  caso  de  los  ensayos  sin 
fotopolimerizar,  o  tras  la  fotopolimerización  en  el  caso  de  los  ensayos 
fotopolimerizados  se añadió 100 µL de medio de  cultivo  fresco  (DMEM 
























El  porcentaje  de  células  vivas  y muertas  se  determinó  por  contaje  del 
número de células de cada tipo, conforme al método utilizado (ver Anexo 
III), y del número total de células. En cada uno de  los 3 pocillos de cada 




de  células utilizadas en  los ensayos 2D  y 3D, 10000  células por pocillo, 
únicamente con medio de cultivo.  
Al cabo de 24, 48 y 72 horas se determinó la viabilidad celular del control 











































uso  de  un  ejecutable  en  el  programa MatLab®,  a  partir  del  cual  se  generó  la 
curva  de  tensión‐deformación  (σ‐ε),  de  la  que  se  obtuvieron  diferentes 
parámetros mecánicos  en  función  del método  utilizado  (monotónico  o  carga‐
relajación) y del tipo de ensayo en condiciones NC o CC.  
‐ Los valores de  los distintos parámetros mecánicos se muestran como la media 
de  los  valores  obtenidos  con  6  probetas  ensayadas,  con  su  correspondiente 
error.  
‐ Para la realización de los ensayos de fatiga se han utilizado cámaras de ensayo 
(Figura 6.2) que permiten mantener  los hidrogeles  fotopolimerizados entre  los 
dos émbolos metálicos, sumergidos en PBS 10 mM pH 7.4 a 37 ⁰C, utilizando un 
baño termostatizado externo (Figura 6.3). Para evitar  la aparición de hongos se 













directa  de  los  materiales  en  agua  destilada.  Las  disoluciones  de  menor 
concentración  (0.05, 0.01, 0.001, 0.0001 %  (w/v))  se prepararon por dilución a 

























‐  A  partir  de  esta  disolución  del  10%  (w/v)  se  prepararon  disoluciones  de 
concentración 0.77% (w/v), utilizando para su dilución una disolución acuosa con 
un 0.1% (w/v) de fotoiniciador I2959 previamente filtrada con filtro de 0.2 µm.  
‐  Las disoluciones precursoras al 0.77%  (w/v)  se equilibraron durante 1 hora a 
temperatura ambiente, para conseguir el estado de equilibrio. 
‐  5  mL  de  las  disoluciones  precursoras  con  el  copolímero  reactivo  se 









‐  Las  disoluciones  fotopolimerizadas  se  dializaron  a  4  ⁰C  durante  24  horas 
(nanogeles de F127‐Ac‐2) y durante 72 horas (nanogeles de F127‐Ac‐4 y F127‐Ac‐












acuosa  de  los  nanogeles  sobre  una  rejilla  de  cobre  recubierta  de  carbono.  El 























‐  La  cuantificación  de  la  rodamina  no  encapsulada  en  las  aguas  de  diálisis  se 
realizó por fluorescencia (λmax en agua=576 nm). Para  la realización de  la curva de 






















de  calibrado  del  pireno  se  utilizaron  disoluciones  de  pireno  en  acetona  en  el 
rango de concentraciones 13.4‐268 µg/ml. La cantidad de pireno encapsulado se 
calculó  de  forma  indirecta  como  la  diferencia  entre  la  cantidad  de  pireno 











permitir  la  rotura  de  las  proteínas  que  producen  la  adhesión  de  las  células  al 
recipiente  de  cultivo.  La  acción  de  la  tripsina  se  detuvo  añadiendo medio  de 
cultivo fresco. 
‐  Preparación  de  las  disoluciones  de  nanogeles:  En  el  caso  de  los  nanogeles 
PDF/F127‐Ac‐2, tras su  liofilización, se redisolvieron a  la concentración deseada 
directamente  en DMEM high  glucose para  ensayos  con HeLa  y  en DMEM  F12 
para ensayos con MSC. Para los nanogeles PDF/N‐F127‐Ac‐4 y PDF/N‐F127‐Ac‐8, 
disueltos en agua destilada,  la concentración se ajustó por adición de medio de 
cultivo  DMEM  high  glucose  para  ensayos  con  HeLa  y  con  DMEM  F12  para 
ensayos  con  MSC.  Previo  al  ajuste  de  la  concentración,  las  disoluciones  de 
nanogeles  de  PDF/N‐F127‐Ac‐4  y  PDF/N‐F127‐Ac‐8  en  agua  destilada  una  vez 
fotopolimerizadas y dializadas se filtraron con filtros de 0.22 µm para esterilizar. 








10000  células  por  pocillo,  utilizando  placas  de  96  pocillos.  Tras  24  horas  de 
incubación se retiró el medio de cultivo y se añadieron 100 µL de disolución de 





pocillo. Tras 2 horas de  incubación a 37  ⁰C,  la  fluorescencia  se  leyó a 530/590 
(excitación/emisión) en un lector de placas. La viabilidad celular se expresó como 






‐  Para  la  incubación  con  los  nanogeles  cargados  con  rodamina  B  o 
rodamina‐EST  se  adicionó  disolución  de  nanogel  con  rodamina  B  o 




‐  Transcurrido  ese  tiempo,  se  retiró  el medio  de  cultivo  con  nanogel 
cargado con rodamina y las células se lavaron 3 veces con PBS.  
‐  La  fijación  de  las  células  se  realizó  por  adición  de  300  µL  de 












‐  Los  cubres  se  secaron  con papel de  filtro. Para  realizar el marcaje del 
núcleo de  las  células  se añadió  sobre el  cubre 5 µL de DAPI‐Mowiol. El 
cubre se tapó con un porta, se selló con laca de uñas transparente y tras 
su  secado  se  almacenó  a  4  ⁰C  en  oscuridad  hasta  observación  por 
microscopia confocal. 
6.3. MATERIALES Y TÉCNICAS 




La  membrana  Slide‐A‐Lyzes  Dyalisis  Cassette  G2  de  MWCO  2,000  fue 
suministrada por Thermo Scientific. 
El  DMEM,  DMEM  F12,  DMEM  high  glucose,  DPBS  y  L‐glutamina  fueron 













Las  células MSC de  ratón  (bone marrow of C57BL/6 mouse at  ≤ 8 weeks after 
gestation) fueron sumistradas por Gibco. 
‐  Los  espectros  de  1H‐RMN  y  13C‐RMN  se  han  registrado  en  los  siguientes 
equipos: Bruker AV‐400 (operando a 400 MHz para 1H y 100 MHz para 13C) o AV‐
500  (operando  a  500  MHz  para  1H  y  125  MHz  para  13C),  Bruker  AMX300 
(operando  a  300  MHz  para  1H  y  75  MHz  para  13C),  equipos  del  Servicio  de 
Resonancia Magnética del CEQMA (Centro de Química y Materiales de Aragón). 
El  CDCl3  se  ha  utilizado  como  disolvente;  los  desplazamientos  químicos  se 
muestran en ppm relativos a TMS, utilizando el pico de disolvente como estándar 
interno. 
 ‐  Los  espectros  de  FT‐IR  se  han  realizado  en  un  espectrofotómetro  Thermo 
NICOLET  Avatar  360  FT‐IR utilizando  una  pastilla  de NaCl  como  soporte  o  un 
equipo  Bruker  Vertex  70  en  modo  ATR  modelo  MKII  Golden  Gate  Single 






TA  Instruments,  utilizando  cápsulas  de  aluminio  para  la  preparación  de  las 
muestras. Equipo del Servicio de Calorimetría del CEQMA. 
‐  La  espectrometría  de masas  se  ha  realizado  en  un  ESI  Brüker  Esquire  300+, 








 ‐ Las medidas de TEM han  sido  realizadas en un microscopio TECNAI G20  (FEI 


















para  4  cámaras  de  ensayo  y  una  fuerza máxima  aplicable  de  200 N.  Equipos 
pertenecientes al grupo GEMM del I3A.  
‐ Las células HeLa  se  incubaron en un  incubador de CO2 Excella ECO‐170  (New 
Brunswich Scientific, UK). Las MSC se  incubaron en un  incubador de CO2 Forma 
series II water jacketed, HEPA class 100 (Thermo Fisher Scientific, Spain). 





































‐  Se  han  sintetizado  copolímeros  bloque  basados  en  Pluronic  F127®,  con 
estructura  lineal  o  dendrítica‐lineal‐dendrítica  (derivados  de  bis‐MPA),  y  con 
diferentes  grupos  terminales  (‐COCH=CH2,  ‐SH,  ‐Bn  y  –OH),  que  proporcionan 
hidrogeles termosensibles inyectables y moldeables. 
‐  La  presencia  de  grupos  reactivos  en  estos  copolímeros  permite  obtener,  vía 
procesos de fotopolimerización, hidrogeles de mayor consistencia mecánica que 
sus  precursores,  utilizando  tanto  materiales  monocomponente  (‐COCH=CH2) 
como formulaciones bicomponente (‐COCH=CH2 + ‐SH). 
‐  Estos  hidrogeles  presentan  distintos  tiempos  de  degradación,  así  como 
morfologías  internas  porosas,  con  tamaño  de  poro microscópico.  Algunos  de 
estos hidrogeles muestran viabilidades celulares  in vitro (células MSC humanas) 
superiores al 85% a  las 72 horas, en ensayos 2D,  lo que permite pensar en  su 
posible aplicación en Ingeniería de Tejidos. 
‐ Los copolímeros con grupos terminales ‐COCH=CH2 son compuestos adecuados 
para  la  preparación  de  nanogeles,  vía  procesos  de  fotopolimerización, 
obteniendo  nanopartículas  con  tamaños  entre  50  y  100  nm  a  37  ⁰C,  y 
viabilidades celulares in vitro (células HeLa) superiores al 50% a las 72 horas. 
‐ Estos nanogeles son termosensibles y pueden cargarse con moléculas hidrófilas 
e  hidrófobas,  así  como  producir  su  transporte  e  internalización  en  medios 




























En  estos  apartados  se  recogen  descripciones  detalladas  y  datos  de  técnicas, 



























































































































































































































































































En  los  termogramas  se  muestra  el  flujo  de  calor  frente  a  la  temperatura, 
observándose  dos  cambios  de  la  línea  base,  adjudicados  al  proceso  de 
micelización y de gelificación (Figura II.1).  






















de  la  temperatura  se produce una  reorganización de  las micelas  ya  formadas. 




de  F127‐Ac‐4  al  25  %  (w/v)  dónde  solo  se  aprecia  el  proceso  reversible  de 
micelización en el calentamiento y en el enfriamiento. Por ello, para una mejor 
determinación  de  la  temperatura  de  gelificación,  se  ha  trabajado  con  la 
representación de  la derivada del  flujo de  calor  respecto al  tiempo  frente a  la 
















































































El ensayo con MTT  se basa en  la  reducción metabólica del bromuro de 3‐(4,5‐
dimetiltiazol‐2‐ilo)‐2,5‐difeniltetrazol  (MTT)  que  realiza  la  enzima mitocondrial 
succinato‐deshidrogenasa transformándolo en un compuesto coloreado de color 
azul, Formazán  (Figura  III.1). La medida de  la absorbancia de este compuesto a 
570 nm permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas 





En nuestro  caso  se  añadió  el MTT  a  cada uno de  los pocillos.  Tras  incubación 
durante 4 horas a 37 ⁰C y 5% de CO2 se procedió a redisolver el Formazán para su 
cuantificación. En este punto se observó que parte de  los hidrogeles retenían el 
Formazán en su estructura, siendo  imposible su  total disolución y por  tanto su 
cuantificación. Este hecho era más notable en  los hidrogeles fotopolimerizados. 










La viabilidad  celular de nuestros materiales  se evaluó por el método  live/dead 
(Invitrogen).  Este método  consiste  en  la  tinción  específica  de  las  células  vivas 
utilizando Calcein AM (Calcein acetoxymethyl ester) y la tinción específica de las 
células muertas con Ethidium homodimer‐1. 
La  Calcein  AM  es  un  compuesto  no  fluorescente  permeable  a  la membrana 
celular que se transforma en un compuesto que presenta una gran fluorescencia 
verde  cuando  es  hidrolizado  por  las  enzimas  estearasas  intracelulares.  (Figura 





El  Ethidium  homodimer‐1  (Figura  III.3)  es  un  compuesto  impermeable  a  la 
membrana  celular  que  produce  fluorescencia  en  el  rojo  cuando  se  une  a  los 
ácidos nucleícos del ADN. Cuando  la célula está viva, con su membrana celular 





produce  unión  al  ADN,  sin  proporcionar  fluorescencia.  En  cambio,  cuando  la 
célula está muerta, este compuesto es capaz de interaccionar con el ADN debido 





La Resazurina es un  fluorofóro  redox  comercialmente disponible  como Alamar 
Blue.  Este  fluoróforo  experimenta  cambios  colorimétricos  y  fluorimétricos 
relacionados con  la actividad metabólica. El ensayo está basado en  la habilidad 
de  las  células  viables  o  metabólicamente  activas  de  reducir  Resazurina  a 














La  Resarzurina  es  un  compuesto  no  tóxico  para  las  células  y  es  estable  en  el 
medio de cultivo, lo que permite una medida continua de la proliferación celular 
in  vitro.  Los  compuestos  tóxicos  que  afectan  a  la  viabilidad  celular  y  a  la 
proliferación también afectan a la capacidad de reducción de la Resarzurina, y la 










Dentro  de  los  ensayos  dinámicos  y  estáticos  los  más  utilizados  en  la 
caracterización de las propiedades mecánicas del cartílago articular son ensayos 
de  tipo estático, entre  los que se  incluyen  los métodos de compresión uniaxial 
monotónica  y  los métodos de  compresión uniaxial de  carga‐relajación. Ambos 
métodos  se  pueden  realizar  en  compresión  no  confinada  (NC),  compresión 
confinada  (CC)  o  de  indentación  dependiendo  del  utillaje  utilizado  para  la 
aplicación de la carga. 
Las  principales  diferencias  entre  los  ensayos  de  compresión  no  confinados  y 
confinados,  se  centran  en  la  diferencia  del  comportamiento  del material  bajo 
diferentes restricciones de movimiento. Para el caso de ensayos de compresión 
no  confinados,  al  hidrogel  se  le  permite  generar  una  deformación  lateral  a 
medida que actúa la carga o el desplazamiento, por lo que las fibras que forman 
el  hidrogel  se  reubican  progresivamente  al  deformarse  paulatinamente, 
actuando a tracción transversal. Al  final del ensayo se obtendrá una matriz con 
mayores dimensiones con respecto al diámetro inicial y de menor espesor. Por el 
contrario  en  un  ensayo  de  compresión  confinada  se  impide  la  deformación 
lateral al ubicar al hidrogel en un habitáculo que  le  impide dicha deformación, 
provocando que  las  fibras no puedan  reacomodarse  libremente, por  lo que  las 
dimensiones del material solo cambian con respecto al espesor. Otra diferencia 
importante  está  en  el  comportamiento  y  limitaciones  que  presenta  el  flujo 
interno  dentro  del  hidrogel.  En  este  sentido,  para  ensayos  de  compresión  no 












Emedido  se  calcula  como  la  pendiente  en  la  zona  de  comportamiento  lineal  del 
material en  la gráfica tensión‐deformación (σ‐ε). Es  importante destacar que de 
cada  tipo  de  ensayo  realizado,  NC  y  CC,  y  debido  a  las  restricciones  de 
movimiento  ejercidas  por  los  utillajes  utilizados,  tal  y  como  se  ha  descrito 






ν  es  la  relación  entre  la  deformación  lateral  y  la  deformación  axial  en  una 
probeta con carga axial. 
Para el cálculo de ν se representan los valores obtenidos de tensión‐deformación 
por  los métodos de NC y CC y  se obtienen ES y HA, de  la  forma descrita en el 
apartado anterior. Cabe destacar que estos valores obtenidos  son diferentes a 
los hallados a través del método de compresión uniaxial de carga monotónica ya 
que  en  los  ensayos  de  carga‐relajación  se  extrae  el  agua  del  interior  de  los 
hidrogeles  por  lo  que  se  evalúa  únicamente  las  propiedades  de  la  matriz 
polimérica. ν se obtiene de forma empírica mediante  la combinación de ES y HA 












































La Figura  IV.1  (c) muestra  la zona seleccionada para  llevar a cabo el ajuste  (en 
color rojo) así como el ajuste exponencial por mínimos cuadrados (en color azul) 
a partir del cual se calcula τ´.119 
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